Efecto de la terapia antimicrobiana frente a biofilms duales de Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa by Rodríguez Sevilla, Graciela
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE MEDICINA 
 





Efecto de la terapia antimicrobiana frente a biofilms duales 




MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA 
PRESENTADA POR 




Jaime Esteban Moreno 
María Luisa Gómez-Lus Centelles 




UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 







Efecto de la terapia antimicrobiana frente a biofilms duales  
de Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa 
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
 PRESENTADA POR 
Graciela Rodríguez Sevilla 
DIRECTORES 
Jaime Esteban Moreno, María Luisa Gómez-Lus Centelles y  













En primer lugar, gracias a mis directores por llevarme de la mano en este proceso. Gracias al Dr. 
Esteban por su gran capacidad docente, su infinita paciencia, su eficacia y sus palabras de ánimo 
en los momentos difíciles. Gracias a la Dra. Pérez-Jorge por confiar en mí para legarme sus 
estudios con biofilms multiespecie y guiarme en el desarrollo de esta investigación, por las largas 
charlas debatiendo los resultados, y por su habilidad para simplificar todos los problemas hasta 
hacerlos sencillos. Gracias a la Dra. Gómez-Lus por su eterna disponibilidad y capacidad de 
gestión, así como por todas sus aportaciones, que sin duda dan valor al trabajo que hoy 
presento. Asimismo, gracias a mi tutora, la Dra. Folgueira, porque siempre ha estado atenta a 
mis necesidades. 
Este trabajo se desarrolló durante mi etapa como residente en la Fundación Jiménez Díaz. 
Gracias a los Facultativos Especialistas del Servicio de Microbiología Clínica, los Dres. Gadea, 
Fernández Roblas, Esteban, Zapardiel, y la Dra. Pérez-Jorge, por enseñarme la que hoy es mi 
profesión, por inculcarme la importancia de una carrera investigadora y por facilitar siempre su 
desarrollo. Gracias a mis “resis” mayores y pequeños, Moncho, Cuca, María, Mari, Marta, Iris, 
Laura, Marta y Alicia, por guiarme y ayudarme durante toda la etapa de formación, por tantos 
desayunos juntos, tantos ratos en la salita, y tantas anécdotas inolvidables tanto dentro como 
fuera del hospital. Gracias también a todos los técnicos de la FJD por su eterna disposición y su 
compañerismo. En especial, gracias a África y Esther por tantos Middlebrook, tanto autoclave, y 
tantos pases y antibiogramas de mis micobacterias. En definitiva, gracias a todos por hacer de 
los 4 años de residencia una de las más bonitas etapas. 
Parte de esta tesis doctoral no hubiera sido posible sin mis compañeros de investigación, los ya 
doctores John y David que, además de hacer que el tiempo en investigación fuera mucho más 
ameno, hicieron parte de los experimentos cuando yo estaba fuera. Gracias de todo corazón. 
 
 
Aproximadamente la mitad de la tesis está basada en los estudios que hice en la Universidad de 
Gante, bajo la dirección del Dr. Tom Coenye y la Dra. Aurélie Crabbé. Gracias a ambos por 
haberme enseñado las herramientas para el desarrollo y la interpretación de mis estudios, y por 
haberme hecho entender mejor los diferentes factores que pueden influir en la respuesta a 
antimicrobianos. Gracias a Eva, a Charlotte y a Lisa, que me ayudaron en todo momento a sacar 
adelante el trabajo experimental. Sin duda, habéis sido un pilar fundamental en este trabajo. 
Por último, gracias a la Sociedad Española de Microbiología por haber contribuido 
económicamente para la realización de la estancia con una beca SEIMC.  
Gracias a toda mi familia por los ánimos recibidos durante este proceso. Gracias, mamá y papá, 
por haberme dado todas las oportunidades con las que muchas personas sueñan. Gracias por 
escucharme y vivir esta etapa como si la estuvierais viviendo vosotros mismos, y por recoger 
parte de la carga cuando todo era demasiado para mí.  
Gracias a mis amigos, que han tenido conmigo una paciencia infinita y, además, ya saben 
perfectamente lo que es un biofilm. ¡Eso sí que es amor! 
Gracias Dani, que apareciste en mi vida justo para vivir de cerca todo el desarrollo de este 
trabajo. Gracias por acompañarme por la geografía española (y por el extranjero) para apoyarme 







Í n d i c e
 
Resumen ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13  
Summary ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .19  
Introducción ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .25  
La enfermedad pulmonar en fibrosis quística ......................................................................... 28 
1. Fibrosis quística: generalidades ................................................................................................ 28 
2. Proteína CFTR: funcionamiento y mutaciones .......................................................................... 28 
3. Patogénesis de la enfermedad pulmonar ................................................................................. 30 
4. Microbiota del ecosistema pulmonar ....................................................................................... 32 
i. Visión tradicional .................................................................................................................. 32 
ii. Nuevas perspectivas ............................................................................................................. 35 
Infección pulmonar por Mycobacterium abscessus en fibrosis quística ................................. 36 
1. La especie Mycobacterium abscessus ....................................................................................... 36 
i. Factores de patogenicidad relevantes en fibrosis quística ................................................... 38 
2. Epidemiología ........................................................................................................................... 40 
3. Manifestaciones clínicas y diagnóstico ..................................................................................... 42 
4. Tratamiento antibiótico ............................................................................................................ 42 
Factores adicionales que influyen en la respuesta a antimicrobianos ................................... 43 
1. Formación de biofilms ............................................................................................................... 44 
i. Heterogeneidad .................................................................................................................... 45 
ii. Disminución de la sensibilidad a antimicrobianos ................................................................ 46 
2. Interacciones entre especies .................................................................................................... 48 
3. Papel de las células del huésped ............................................................................................... 50 
Hipótesis y objetivos  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .53  
Hipótesis .................................................................................................................................. 55 
Objetivos ................................................................................................................................. 56 
Trabajos de investigación  ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .59  
Caracterización del biofilm dual formado por Mycobacterium abscessus y Pseudomonas 
aeruginosa ............................................................................................................................... 61 
Eficacia antibiótica frente a la formación de biofilms duales de Mycobacterium abscessus y 
Pseudomonas aeruginosa en superficies bióticas y abióticas ................................................. 73 
Efecto del tratamiento antipseudomónico en biofilms duales de Mycobacterium abscessus y 
Pseudomonas aeruginosa ....................................................................................................... 83 
Discusión ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .91  
Conclusiones  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  105  
Conclusions  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  109  
Bibliografía  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  113
 
 
R e s u m e n
Resumen 
15 
Efecto de la terapia antimicrobiana frente a biofilms  duales de 
Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa 
La enfermedad pulmonar crónica es la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes 
con fibrosis quística (FQ). Las bacterias se establecen en los pulmones de los pacientes con FQ 
formando biofilms polimicrobianos, estructuras agregadas de microorganismos con una alta 
tolerancia frente al tratamiento antimicrobiano. Pseudomonas aeruginosa es la especie más 
prevalente en estos pacientes. Sin embargo, la microbiota del ecosistema pulmonar también 
puede estar compuesta por otros microorganismos, entre los que se encuentran las 
Micobacterias No Tuberculosas (MNT), que se adquieren mayoritariamente a partir de 
reservorios ambientales. 
Mycobacterium abscessus es un microorganismo que causa infección pulmonar en FQ cuya 
incidencia está aumentando globalmente. Algunos estudios sugieren que la terapia con 
antimicrobianos, a los que estos pacientes se exponen desde la infancia, podría favorecer la 
colonización pulmonar por M. abscessus dada su resistencia intrínseca a antibióticos. El 
tratamiento de la enfermedad pulmonar por M. abscessus se basa en la combinación de 
diferentes antimicrobianos, cuya elección está guiada por el antibiograma del aislado. Sin 
embargo, la tasa de fallo terapéutico y la recurrencia es alta, sugiriendo una falta de correlación 
in vitro-in vivo.  
En este trabajo tratamos de determinar si la incorporación de factores del microambiente del 
huésped, como células epiteliales de pulmón, y microorganismos con los que M. abscessus 
comparte nicho, como P. aeruginosa, pueden modificar la sensibilidad a antimicrobianos de M. 
abscessus. Además, también pretendemos evaluar si el tratamiento antimicrobiano frente a 
otros patógenos frecuentemente coaislados con M. abscessus, como P. aeruginosa, podría 
aumentar la supervivencia de M. abscessus en un biofilm dual. 
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En primer lugar, caracterizamos el biofilm dual de M. abscessus y P. aeruginosa. Para ello, se 
formaron biofilms sobre membranas de policarbonato con una concentración fija de P. 
aeruginosa y tres inóculos diferentes de M. abscessus y se incubaron durante 24, 48 o 72 horas. 
De acuerdo con los resultados, las condiciones para producir un biofilm dual en el que la 
distribución relativa de las especies permaneciera estable fueron 72h de crecimiento, utilizando 
el mismo inóculo de partida para ambas bacterias (proporción 1:1). Además, comprobamos que 
P. aeruginosa inhibe el desarrollo de la población de M. abscessus en el biofilm dual. Mediante 
diferentes técnicas de imagen, observamos que el crecimiento de M. abscessus en el biofilm se 
restringía a las capas inferiores, mientras que P. aeruginosa crecía abundantemente en las capas 
superiores, lo que sugiere que la relación que se establece entre ambas bacterias es una 
explotación.  
Con estos datos, se formaron biofilms de P. aeruginosa y/o M. abscessus en membranas de 
policarbonato durante 24 (biofilms tempranos) o 72 horas (biofilms tardíos), y se transfirieron a 
agar suplementado con diferentes antibióticos (ceftazidima, amikacina, colistina, claritromicina) 
o combinación de antibióticos (amikacina + ceftazidima). Comprobamos que amikacina, 
antimicrobiano de elección para el tratamiento de la enfermedad pulmonar por M. abscessus, 
mostraba una actividad menor frente a M. abscessus cuando forma un biofilm dual con P. 
aeruginosa, siendo un aumento de tolerancia el mecanismo más probablemente implicado en 
este fenómeno. Además, observamos que la terapia antimicrobiana dirigida específicamente a 
P. aeruginosa disminuye la interacción competitiva que se establece entre ambas especies, 
aumentando la supervivencia de M. abscessus en el biofilm dual.  
También evaluamos la influencia de las interacciones con células epiteliales de pulmón y entre 
especies bacterianas en la actividad de los antimicrobianos. Para ello, se cultivaron biofilms 
monomicrobianos y duales de M. abscessus y P. aeruginosa en una superficie plástica o en un 
modelo tridimensional de células epiteliales de pulmón durante 6 horas, y se evaluó la capacidad 
de diferentes antibióticos (ceftazidima, amikacina, claritromicina, colistina) de inhibir la 
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formación del biofilm. Observamos que algunos antibióticos mostraron una mayor eficacia en el 
modelo celular inhibiendo los biofilms de P. aeruginosa (ceftazidima en biofilms 
monomicrobianos, colistina en biofilms duales) que en plástico. Sin embargo, claritromicina 
perdió su efectividad contra P. aeruginosa en el modelo celular. Colistina, amikacina y 
claritromicina indujeron la formación de biofilm de M. abscessus en plástico, efecto que no se 
observó en el modelo celular, si bien ningún antibiótico inhibió la formación de biofilms de M. 
abscessus. P. aeruginosa modificó la respuesta de M. abscessus a antimicrobianos (ceftazidima 
en plástico, colistina en el modelo celular), pero no al revés. En el modelo fisiológicamente más 
relevante (biofilms duales en el modelo celular 3-D), observamos que el tratamiento con 
antibióticos durante el desarrollo del biofilm inhibió específicamente la formación de biofilm de 
P. aeruginosa, pero no la de M. abscessus, confiriendo a M. abscessus una ventaja adaptativa.  
En conjunto, nuestros resultados muestran que los antimicrobianos dirigidos a P. aeruginosa en 
FQ aumentan la supervivencia de M. abscessus en biofilms duales. Además, la interacción que 
M. abscessus establece con P. aeruginosa aumenta su resistencia a antimicrobianos, 
fundamentalmente a amikacina. Asimismo, comprobamos que la respuesta a antimicrobianos 
de M. abscessus y P. aeruginosa se modifica por las interacciones que establecen con las células 
hospedadoras, lo que subraya la importancia de evaluar la influencia del microambiente del 
huésped en la eficacia de los antimicrobianos.  
 
 
S u m m a r y
Summary 
21 
Effect of antimicrobial therapy against Mycobacterium abscessus and 
Pseudomonas aeruginosa dual-species biofilms 
Chronic lung infection is the main cause of morbidity and mortality in cystic fibrosis (CF) patients. 
Bacteria in the CF lung are arranged as polymicrobial biofilms, which are aggregated structures 
of sessile microorganisms highly tolerant to antimicrobial therapy. Pseudomonas aeruginosa is 
the most prevalent species causing acute and chronic respiratory infection among CF patients. 
However, the CF lung microbiota also comprises other microorganisms, such as Non-
Tuberculous Mycobacteria (NTM), which are presumed to be acquired from environmental 
reservoirs. 
Mycobacterium abscessus is a microorganism that can cause biofilm-related pulmonary 
infections in patients with preexisting lung disease and is increasingly being isolated from 
respiratory samples of CF patients. Some studies suggest that antimicrobial therapy, to which 
CF patients are exposed since childhood, may favor the colonization of the lung environment by 
M. abscessus, given its intrinsic resistance to antibiotics. The treatment against M. abscessus 
lung disease is based on a multidrug regimen guided by the in vitro susceptibility testing results 
of the isolates. However, the rates of therapeutic failure and recurrence are high, suggesting a 
poor correlation between the in vitro result and the in vivo outcome. 
This study aims to determine if the incorporation of factors that mimic the host 
microenvironment, such as lung epithelial cells, and microorganisms that share niche with M. 
abscessus, such as P. aeruginosa, can influence M. abscessus response to antimicrobial 
treatment. Furthermore, we aim to evaluate if the treatment directed at other classic pathogens 
often co-isolated with M. abscessus, like P. aeruginosa, could give an adaptive advantage to M. 
abscessus. 
First, we characterized the dual species biofilms formed by M. abscessus and P. aeruginosa. For 
that purpose, dual species biofilms were grown on polycarbonate membranes with a fixed 
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concentration of P. aeruginosa and different inoculums of M. abscessus. The biofilms were then 
sampled at 24, 48, and 72 h and bacteria were quantified in specific media. According to the 
results, the conditions to produce a mature dual species biofilm in which the relative species 
distribution remained stable were 72 h growth of the mixed microbial culture at a 1:1 ratio. A 
significant decrease in mycobacterial population in dual compared to single species biofilms was 
found, suggesting that P. aeruginosa has a negative influence on M. abscessus. Using different 
microscope imaging techniques, we observed that both microorganisms were co-aggregated in 
a layered structure, where P. aeruginosa grew abundantly in the upper layers and M. abscessus 
growth was restricted to the lower layers of the biofilm, implying exploitation. 
With this data, biofilms of P. aeruginosa and/or M. abscessus were grown on polycarbonate 
membranes for 24 (i.e., early stage biofilms) or 72 hours (i.e., late stage biofilms) and then 
transferred to agar supplemented with different clinically relevant antibiotics (ceftazidime, 
clarithromycin, amikacin, colistin) and one antibiotic combination (amikacin + ceftazidime). Our 
results revealed that amikacin, a first-line treatment in M. abscessus pulmonary disease, showed 
a decreased efficacy against M. abscessus when grown in dual-species biofilms with P. 
aeruginosa, and that tolerance, and not resistance, might be the mechanism involved in this 
phenomenon. Moreover, we observed that P. aeruginosa inhibits M. abscessus biofilm 
formation under control conditions, and that antimicrobial therapy selectively targeting P. 
aeruginosa diminishes this competitive interaction, hereby increasing M. abscessus survival. 
We also evaluated the influence of interspecies and lung epithelial cells interactions on antibiotic 
efficacy. For that purpose, single and dual-species biofilms of M. abscessus and P. aeruginosa 
were cultured on a plastic surface or on in vivo-like three-dimensional (3-D) lung epithelial cells 
during 6 hours, and the activity of antibiotics (colistin, amikacin, clarithromycin, ceftazidime) in 
inhibiting biofilm formation was evaluated. We observed that some antibiotics showed 
enhanced antibiotic efficacy in inhibiting P. aeruginosa biofilms in the presence of lung epithelial 
cells as compared to plastic (ceftazidime in single species biofilms, colistin in dual-species 
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biofilms). However, clarithromycin efficacy against P. aeruginosa was abolished in the 3-D lung 
epithelial cell model. In addition, biofilm induction of M. abscessus was observed by certain 
antibiotics on plastic (amikacin, colistin and clarithromycin), but not on 3-D cells, although no 
antibiotic prevented the association of M. abscessus with the cells. P. aeruginosa influenced the 
efficacy of certain antibiotics against M. abscessus (ceftazidime in plastic, colistin in 3-D cells), 
but not vice versa. Using the most physiologically relevant model (dual-species biofilms on 3-D 
cells), we observed that treatment with antibiotics during biofilm development reduced P. 
aeruginosa but not M. abscessus biofilms, resulting in a competitive advantage for the latter. 
Collectively, these results suggest that antibiotic therapy in CF directed at P. aeruginosa can lead 
to an increased survival of M. abscessus in dual-species biofilms. Also, our study demonstrated 
that the susceptibility of M. abscessus and P. aeruginosa is influenced by host epithelial cells and 
interspecies interactions, which highlights the importance of understanding the role that in vivo 
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La fibrosis quística es la enfermedad autosómica recesiva más frecuente en población caucásica 
[3]. Los defectos en la inmunidad innata que se producen a nivel respiratorio promueven la 
colonización de los pulmones por una comunidad que se establece formando biofilms 
polimicrobianos [7]. Entre los microorganismos que forman esta comunidad existen patógenos 
“clásicos”, como P. aeruginosa, cuya presencia se ha asociado históricamente con una 
disminución de la función pulmonar [8]. Además, probablemente ligado al aumento de la 
esperanza de vida de estos pacientes y al uso continuado de antimicrobianos, se ha observado 
un incremento en los aislamientos de determinados microorganismos denominados 
“emergentes”. Entre estos, destaca M. abscessus, micobacteria no tuberculosa de crecimiento 
rápido intrínsecamente resistente a la mayoría de los agentes quimioterapéuticos disponibles 
[8, 9]. La enfermedad pulmonar por M. abscessus está relacionada con un descenso marcado de 
la función pulmonar, lo que condiciona la calidad de vida de los pacientes [10, 11]. El tratamiento 
de la enfermedad pulmonar por M. abscessus se basa en la combinación de diferentes 
antimicrobianos, cuya elección está guiada por el antibiograma del aislado. Sin embargo, a pesar 
de los prolongados tratamientos a los que se exponen los pacientes, pocos alcanzan la curación, 
sugiriendo una falta de correlación in vitro-in vivo [12].  
El presente trabajo de tesis doctoral trata de determinar si la incorporación de factores del lugar 
de la infección, como células epiteliales de pulmón, y de microorganismos con los que M. 
abscessus comparte nicho tanto en el medio ambiente como en el microbioma pulmonar, como 
P. aeruginosa, pueden modificar la respuesta de M. abscessus a antimicrobianos con respecto a 
otros modelos ampliamente utilizados con este fin. Además, dado que los factores fisiológicos 
que contribuyen a la adquisición de la infección todavía no están esclarecidos, también 
pretendemos evaluar si el tratamiento antimicrobiano frente a otros patógenos clásicos 
frecuentemente coaislados con M. abscessus, como P. aeruginosa, puede eliminar 
selectivamente a P. aeruginosa y aumentar la supervivencia de M. abscessus en un biofilm dual, 
lo que podría contribuir a la iniciación de la infección pulmonar por M. abscessus. 
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La enfermedad pulmonar en f ibrosis quística  
1. Fibrosis quística: generalidades  
La fibrosis quística (FQ) es una enfermedad genética causada por mutaciones en el gen que 
codifica para la proteína transportadora CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 
Regulator), localizado en el brazo largo del cromosoma 7 [13-15]. Es la enfermedad autosómica 
recesiva que afecta más frecuentemente a la población caucásica, con una incidencia media 
estimada de 1 de cada 3500 nacidos vivos [16, 17], aunque estas cifras varían considerablemente 
en función del área geográfica estudiada y de los grupos étnicos incluidos. Gracias al abordaje 
multidisciplinar en el cuidado de estos pacientes, la edad media de supervivencia prevista para 
los nacidos en 2017 es de más de 45 años, siendo cada vez mayor el número de adultos con FQ 
[4].  
A pesar de que se trata de una enfermedad sistémica, las manifestaciones clínicas más comunes 
son la enfermedad pulmonar, resultante de un ciclo de infección/inflamación persistente, y la 
disfunción pancreática. Además, los individuos con FQ presentan un alto grado de variabilidad 
fenotípica, por lo que la gravedad de la enfermedad, la presencia de complicaciones y la tasa de 
supervivencia varían incluso entre pacientes que presentan el mismo genotipo de CFTR [18, 19].  
2. Proteína CFTR: funcionamiento y mutaciones  
La proteína CFTR pertenece a la familia de proteínas ABC (ATP-Binding Cassette), y se expresa 
principalmente en la membrana apical de las células ciliadas del epitelio aéreo y en conductos 
glandulares [20]. La estructura de la proteína se muestra en la Figura 1.  
Aunque funciona principalmente como un canal de transporte de cloro sujeto a regulación 
metabólica [21], también está implicada en la secreción de iones bicarbonato y en la inhibición 
del canal de sodio epitelial (ENaC) [22, 23]. Como consecuencia, las mutaciones de CFTR 
conllevan un defecto en el transporte de iones, que se caracteriza por una secreción deficiente 
de aniones cloro y bicarbonato y un aumento en la absorción de sodio.  
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Aparte de su función principal como proteína 
transportadora, existen otros mecanismos 
celulares en los que está implicada, como 
interacción con las vías celulares relacionadas con 
la inflamación [24]. Como consecuencia, la 
mutación de CFTR puede tener un alto impacto en 
el ambiente celular, por lo que la tendencia actual 
consiste en ver a la proteína CFTR no sólo como 
una mera proteína transportadora, sino como un 
complejo sistema de señalización celular.  
 Se han registrado más de 2000 variantes del gen 
CFTR en la Cystic Fibrosis Mutation Database. De 
estas, 336 causan FQ (ver www.cftr2.org), siendo 
F508del la mutación más frecuente [25]. Las 
mutaciones en el gen CFTR que causan patología tienen como consecuencia la disminución del 
número de canales que se expresan en las células y/o la alteración de la funcionalidad del canal, 
y se han dividido tradicionalmente en 6 clases para explicar el mecanismo por el que causan la 
enfermedad (Tabla 1). 
Tabla 1. Clases de mutaciones del gen CFTR [3] 

























































Figura 1. Estructura proteína CFTR. a) 
Estructura lineal de la proteína CFTR. b) La 
proteína está compuesta por dos grupos de 6 
regiones transmembrana (MSD 1 y 2: Membrane 
Spanning Domain), cada uno de ellos conectado 
a dos sitios de unión de nucleótidos en el lado 
intracelular (NBD 1 y 2: Nucleotide-Binding 
Domains) que se unen a ATP. La apertura del 
canal tiene lugar cuando el dominio R se fosforila 
por la acción de proteína kinasa A [1, 2] 




La expresión de la enfermedad varía con el tipo de mutación, siendo las mutaciones de las clases 
I, II y III las que se asocian con un fenotipo más agresivo. Algunas manifestaciones de la FQ, como 
la insuficiencia pancreática, pueden predecirse a partir del genotipo [26]. Sin embargo, existen 
factores ambientales y genéticos que influyen en la manifestación de la enfermedad pulmonar, 
por lo que, en este caso, el genotipo de CFTR no es útil para determinar el fenotipo. Con respecto 
a los factores genéticos, se han descrito polimorfismos en genes relacionados con la inmunidad 
natural y adaptativa, como la lectina fijadora de manosa o el TGF-beta 1 (Transforming Growth 
Factor), que se asocian con la gravedad de la enfermedad pulmonar [27-29]. Por ello, el estudio 
de estos modificadores genéticos es esencial para identificar los genotipos relacionados con 
peor pronóstico y así mejorar el cuidado de individuos con FQ.  
3. Patogénesis de la enfermedad pulmonar  
El fallo respiratorio secundario a la enfermedad pulmonar progresiva es la primera causa de 
muerte entre los individuos con FQ [4]. La patología pulmonar obstructiva típica de la FQ se 
produce fundamentalmente como consecuencia de la alteración de dos mecanismos de la 
defensa inmune innata: el transporte mucociliar y la actividad de los péptidos antimicrobianos. 
El defecto en el transporte iónico en FQ tiene como consecuencia la modificación de las 
propiedades electrofisiológicas del epitelio aéreo, que están reguladas por los canales CFTR 
(secreción Cl- y HCO3-) y ENaC (absorción Na+). En condiciones normales, el transporte epitelial 
de iones, principalmente el mediado por CFTR, favorece el movimiento osmótico del agua  a 
través del epitelio mediante la generación de gradientes electroquímicos [30]. Así, la 
disminución de secreción aniónica provoca una reducción en el transporte de agua al líquido 
superficial de la vía aérea, que se deshidrata. Esto conlleva la disfunción del sistema mucociliar 
(Figura 2) [31, 32].  
Además, nuevas teorías proponen que las propiedades reológicas del moco también dependen 
de la secreción de HCO3- [33], por lo que el déficit de la secreción de este anión en las glándulas  
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submucosas podría promover un incremento en la viscosidad y en la adherencia del moco, que 
se fija en el orificio glandular y no se desprende con normalidad. Esto contribuye a la formación 
placas de moco con zonas hipóxicas en la superficie epitelial [34]. Asimismo, el pH ácido del 
medio causado por el déficit de secreción de iones bicarbonato inactiva a los péptidos 
antimicrobianos, que pierden su actividad bactericida [35]. 
Este ambiente favorece que diferentes microorganismos se establezcan en las vías respiratorias 
formando agregados denominados biofilms. Dicha infección provoca una respuesta celular 
exacerbada mediada principalmente por neutrófilos, que, incapaces de controlar la infección, 
liberan elastasas que contribuyen al daño de las vías respiratorias mediante (i) la digestión de la 
matriz extracelular, (ii) el daño a las proteínas de las vías aéreas y (iii) el incremento en la 
producción y viscosidad del moco [36, 37]. Con el tiempo, el círculo vicioso provocado por la 
disminución del aclaramiento de las secreciones, la invasión bacteriana y la respuesta celular 
provoca daños irreversibles a las vías aéreas, que avanzan a bronquiectasias y culminan en fallo 









Figura 2. Esquema fisiopatología pulmonar. a) En condiciones normales, la secreción de Cl- y HCO3-, mediada 
por CFTR, y la absorción de Na+, mediada por ENaC, se coordinan para mantener una altura y viscosidad de líquido 
superficial. Esto permite que los cilios se muevan embebidos en el líquido periciliar y transporten el moco a través 
de la superficie del epitelio. b) En FQ, una disminución en la secreción epitelial de CL- y HCO3- y un aumento en la 
absorción de Na+ provocan la deshidratación del líquido periciliar, que tiene como consecuencia el colapso de los 
cilios y el engrosamiento del moco, que deja de aclararse. Figura tomada de [3], con permiso. 
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4. Microbiota del ecosistema pulmonar  
La infección respiratoria crónica contribuye notablemente a la morbimortalidad en FQ [38]. Por 
ello, es necesario conocer los microorganismos que colonizan las vías aéreas, así como la 
dinámica poblacional que regula la composición de la comunidad en los diferentes estados 
clínicos (estabilidad y exacerbación), para optimizar el tratamiento de estos pacientes.  
i . Visión tradicional  
El diagnóstico microbiológico en FQ se ha basado en el empleo de medios de cultivo selectivos 
para cultivar las muestras respiratorias con el fin de inhibir el crecimiento de la microbiota 
orofaríngea y favorecer el de determinadas bacterias vinculadas a infección pulmonar [39]. 
Históricamente, el papel de patógeno respiratorio en FQ ha estado asociado a los denominados 
patógenos “clásicos”: microorganismos que colonizan las vías aéreas gradualmente en función 
de la edad del paciente. En este grupo se encuentran Haemophilus influenzae, colonizador 
precoz de las vías aéreas, seguido de Staphylococcus aureus, P. aeruginosa, y el complejo 
Burkholderia cepacia [8].  
Pseudomonas aeruginosa: el patógeno por excelencia  
P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobio, no fermentador, oxidasa positivo y móvil que 
puede colonizar con facilidad el tracto respiratorio de los pacientes con FQ y persistir gracias a 
su capacidad de adaptación al medio, mínimo requerimiento de nutrientes y resistencia al 
tratamiento antimicrobiano y al sistema inmunitario.  
Inicialmente, la infección-colonización pulmonar por P. aeruginosa suele ser intermitente y se 
produce por cepas adquiridas a partir de fuentes ambientales, si bien existe evidencia de la 
capacidad de transmisión entre individuos [40-42]. Con el tiempo, se produce la selección de 




Aproximadamente un 80% de los pacientes adultos están infectados crónicamente por P. 
aeruginosa. Además, hasta en un 40% de los mismos, P. aeruginosa es el patógeno dominante 
de la microbiota pulmonar [44]. La adaptación de P. aeruginosa al microambiente pulmonar en 
FQ es multifactorial y está estrechamente relacionada con la pérdida de la funcionalidad de 
CFTR. La deshidratación de la capa de moco, la disminución del aclaramiento ciliar, y el ambiente 
químico (bajo nivel de oxígeno, altos niveles de hierro, disminución del pH, altos niveles de 
radicales libres de oxígeno…) son los responsables de generar muchos de los fenotipos 
relacionados con FQ de P. aeruginosa (p. ej., la pérdida de movilidad, la formación de biofilms, 
el metabolismo anaerobio, y la resistencia a compuestos antimicrobianos) [45, 46]. Una vez P. 
aeruginosa se establece crónicamente, es frecuente que surjan variables hipermutadoras 
debido al estrés ambiental y al crecimiento en forma de biofilms, lo que contribuye, aún más, a 
la resistencia a antimicrobianos [47, 48].  
Tanto los componentes de P. aeruginosa como los factores de virulencia que secreta son los 
responsables de la generación de una respuesta inflamatoria exacerbada, que es destructiva 
para el huésped, pero no para el patógeno. Al final, la inflamación causada por este 
microorganismo tiene un grave impacto en la función pulmonar de los pacientes con FQ y es 
uno de los factores que contribuye a la mortalidad en FQ [49-51]. 
El tratamiento agresivo de la primoinfección consigue una alta tasa de erradicación (63-100%), 
retrasando el establecimiento de la infección crónica [52]. Por ello, el cultivo bimensual desde 
la infancia de muestras respiratorias para la detección de P. aeruginosa es uno de los pilares 
fundamentales del cuidado de estos pacientes, ya que en etapas iniciales de la colonización los 
pacientes suelen ser asintomáticos. Cuando se detecta un cultivo positivo, se lleva a cabo una 
estrategia terapéutica basada en el uso de antimicrobianos inhalados, principalmente colistina 
(un mes) o tobramicina (28 días), combinados o no con ciprofloxacino oral durante 2-3 semanas 
[52]. Esta estrategia ha demostrado su eficacia en la reducción de la prevalencia de este 
microorganismo [53, 54]. Si la primoinfección se manifiesta como una exacerbación, entonces 
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el tratamiento será el establecido frente a las mismas: en el caso de exacerbaciones leves-
moderadas, se empleará ciprofloxacino oral. Sin embargo, en las exacerbaciones graves el 
tratamiento se basa en la utilización un beta-lactámico con actividad antipseudomónica (p. ej., 
ceftazidima, cefepima) junto a un aminoglucósido (p. ej., tobramicina, amikacina) o una 
fluoroquinolona [52].  
Una vez establecida la infección crónica, el tratamiento antimicrobiano se basará en el uso de 
antibióticos inhalados de forma continuada (colistina) o intermitentemente (tobramicina o 
aztreonam lisina, en ciclos de 28 días) tanto como persista la colonización [52].  
Patógenos emergentes en f ibrosis quística  
El aumento en la supervivencia de los pacientes con FQ, el uso generalizado de antimicrobianos 
para el tratamiento de la infección pulmonar, la introducción de medidas de control de la 
infección y el avance en las técnicas diagnósticas han supuesto un cambio en la epidemiología 
de los microorganismos [8, 55]. Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp, S. aureus 
meticilín-resistente (SAMR) y las micobacterias no tuberculosas (MNT) son considerados 
patógenos emergentes en FQ [56]. La evolución de la prevalencia de los microorganismos 
clásicos y de algunos de los emergentes en los últimos años se puede encontrar en la Figura 3. 
Figura 3. Prevalencia de microorganismos respiratorios en FQ en EEUU, 1991-2017. Tomado del 
informe anual del registro de pacientes de la Cystic Fibrosis Foundation del 2017 [4]. MRSA: Methicillin-Resistant 
S. aureus; MDR-PA: Multidrug-resistant P. aeruginosa 
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De los microorganismos anteriormente citados, P. aeruginosa, el complejo B. cepacia, la especie 
M. abscessus (con sus 3 subespecies) y S. aureus meticilín-resistente son los que se asocian más 
frecuentemente a una disminución de la función pulmonar. Por el contrario, la contribución de 
Achromobacter spp y S. maltophilia a la patología pulmonar no está del todo definida [56, 57].  
i i . Nuevas perspectivas  
Gracias a los avances en las técnicas de secuenciación masiva, hoy en día sabemos que las vías 
aéreas de los pacientes con FQ están colonizadas por una comunidad compleja de 
microorganismos, entre los que se encuentran virus (p. ej., bacteriófagos, virus influenza, virus 
respiratorio sincitial), hongos (p. ej., Candida spp., Aspergillus spp. y Malasezzia spp.) y bacterias 
[57-59]. En consecuencia, aparte de los microorganismos citados en el apartado anterior, existen 
muchas otras especies que pueden contribuir potencialmente a la patogénesis de la enfermedad 
pulmonar.  
Un número creciente de estudios ha caracterizado la composición bacteriana de la microbiota 
pulmonar mediante la secuenciación de la subunidad 16S del ARN ribosomal, utilizando 
mayoritariamente muestras de esputo y lavado broncoalveolar. Así, hoy sabemos que la fracción 
mayoritaria está compuesta por especies que forman parte de la microbiota orofaríngea, como 
Streptococcus spp., Prevotella, Veillonella, Rothia, Actinomyces, Gemella, Granulicatella y 
Fusobacterium, cuya abundancia relativa y prevalencia varían entre pacientes [60-62]. 
Asimismo, la heterogeneidad de las vías aéreas, en las que existe un gradiente de oxígeno 
decreciente con zonas anaeróbicas [34], también contribuye a la una selección diferencial de la 
población, que se traduce en una variabilidad espacial de la comunidad dentro de los pulmones 
del mismo paciente [63].  
Durante su vida, los pacientes con fibrosis quística sufren empeoramientos periódicos de la 
sintomatología respiratoria, denominados exacerbaciones. Este empeoramiento del estado 
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basal se trata desde una perspectiva multidisciplinar, que incluye el uso antibioterapia dirigido 
al patógeno habitual que se aísle en muestras respiratorias [64-66].  
El uso acumulado de diferentes ciclos antibióticos parece ser uno de los factores que contribuye 
a la modificación de la composición de la comunidad bacteriana con la edad del paciente, siendo 
ésta más compleja durante la infancia de los pacientes y hasta la adolescencia, y decayendo su 
diversidad cuando alcanzan la edad adulta [67, 68]. Así, durante las etapas finales de la 
enfermedad pulmonar, el nicho puede estar colonizado por un único microorganismo, 
generalmente P. aeruginosa [69, 70]. 
Aunque queda mucho por comprender, es posible que la modificación de la estructura de la 
comunidad sea la causa del empeoramiento de la función pulmonar. Por ello, la visión ecológica 
de la infección pulmonar en FQ posee una gran relevancia terapéutica, ya que ofrece la 
posibilidad de explorar la manipulación de las condiciones del medio para favorecer el 
establecimiento de la comunidad menos patógena [71]. 
Infección pulmonar por Mycobacterium abscessus  en 
fibrosis quística  
1. La especie Mycobacterium abscessus  
Las micobacterias son microorganismos aerobios estrictos e inmóviles que poseen 
determinados elementos diferenciadores, entre los que destaca la existencia de una pared 
celular gruesa de carácter lipófilo que les confiere una marcada impermeabilidad, así como la 
característica de ser ácido-alcohol resistentes. Existen tres bloques mayoritarios en los que se 
dividen las especies de micobacterias que causan patología en humanos: (i) El complejo 
Mycobacterium tuberculosis, (ii) Mycobacterium leprae, y (iii) las micobacterias no tuberculosas 
(MNT). Históricamente, las micobacterias se han diferenciado por sus características fenotípicas, 
específicamente por su tasa de crecimiento y por la producción o no de pigmento cuando son 
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expuestas a la luz, siguiendo la clasificación propuesta por Runyon en 1959 [72]. La Tabla 2 
ofrece una clasificación más actual de las micobacterias que causan enfermedad en humanos. 
Las MNT de crecimiento rápido (grupo 4 de Runyon) son aquellas que crecen en medios de 
cultivo sólidos en un tiempo igual o menor a 7 días. De estas, las más relevantes clínicamente 
son M. abscessus, el complejo M. fortuitum y M. chelonae. Estos microorganismos son ubicuos 
en el medio ambiente, encontrándose principalmente en ambientes acuáticos, incluidos los 
sistemas de distribución de agua potable, y en el suelo [73]. Cabe resaltar su capacidad de 
supervivencia en medios considerados a priori hostiles, pudiendo crecer en ausencia de 
nutrientes, a altas temperaturas, e incluso en soluciones desinfectantes, lo que las convierte en 
agentes etiológicos frecuentemente asociados con brotes de infecciones relacionadas con la 
asistencia sanitaria [74-76].  
La especie M. abscessus está dividida en 3 subespecies: M. abscessus subesp. abscessus, M. 
abscessus subesp. bolletii y M. abscessus subesp. massiliense [77]. M. abscessus causa 
 
Tabla 2. Clasificación de las principales especies de micobacterias que causan enfermedad en 
humanos 
Complejo Mycobacterium tuberculosis 
• M. tuberculosis 
• M. bovis 
• M. africanum 
• M. microti 
• M. canetti 
Micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento 
• M. kansasii 
• M. marinum 
• M. gordonae 
• M. scrofulaceum 
• Complejo M. avium 
− M. avium 
− M. intracellulare 
− M. chimaera 
• Complejo M. terrae 
• M. ulcerans 
• M. xenopi 
• M. simiae 
• M. malmoense 
• M. szulgai 
• M. asiaticum 
• M. haemophilum 
Mycobacterium leprae 
Micobacterias no tuberculosas de crecimiento rápido 
Complejo M. fortuitum  
• M. fortuitum 
• M. peregrinum 
• M. porcinum 
M. chelonae 
M. abscessus 
• M. abscessus subespecie abscessus 
• M. abscessus subespecie bolletii 





principalmente infección pulmonar en pacientes con enfermedad pulmonar subyacente, como 
fibrosis quística, e infecciones de piel y partes blandas, si bien puede causar infección en casi 
cualquier órgano humano [78].  
i . Factores de patogenicidad relevantes en fibrosis quística  
Factores que favorecen la adaptación al nicho pulmonar  
 M. abscessus es un patógeno intracelular facultativo que presenta dos fenotipos diferentes: el 
de colonia lisa (L) y el rugoso (R), resultante de un déficit de glucopeptidolípidos (GPL) en la 
superficie bacteriana. Ambos fenotipos cumplen funciones diversas: el fenotipo L facilita la 
invasión del huésped gracias a la expresión de GPL, inmunológicamente inactivo, y coloniza el 
nicho y persiste gracias a la formación de biofilms [80]. Una pérdida espontánea de GPL en la 
superficie da lugar al fenotipo R, que se asocia con la aparición de una fuerte respuesta 
inflamatoria y con apoptosis celular, exacerbando la sintomatología del paciente [81].  
Tabla 3. Factores de patogenicidad de Mycobacterium abscessus implicados en la supervivencia 
intracelular  [79] 
Tipo Nombre Función 
Factores 
micobacterianos 
Familia de proteínas PE- PPE y ESAT-6 Sistema de secreción dependiente de ATP 
Proteínas MCE e yrbE Invasión de las células diana 
Proteínas similares a LpqH Modificación de la respuesta del huésped 
Factores reguladores de patogenicidad Control de la expresión de factores de 
patogenicidad. Homólogos de los factores 
sigma de M. tuberculosis 
Factores no-
micobacterianos 
Fosfolipasa C (similar a la de Streptomyces 
spp., Chromobacterium violaceum y P. 
aeruginosa) 
Escape de las vacuolas fagocíticas 
MgtC (similar a la de las actinobacterias) Incremento de la concentración de Mg 2+ 
intracelular, facilita su supervivencia 
MsrA (similar a la de Rhodococcus spp.) Protección de las especies reactivas de 
nitrógeno generadas por los macrófagos 
Sideróforo (similar a Rhodococcus spp, 
Salmonella spp o Burkholderia spp) 
Quelante de hierro 
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Numerosos factores de patogenicidad, tanto comunes a otras micobacterias como adquiridos 
de otros microorganismos, son los responsables de facilitar la supervivencia de M. abscessus en 
el interior de las células (Tabla 3). Asimismo, M. abscessus también posee genes implicados en 
el metabolismo de compuestos aromáticos [82], que contribuyen a su desarrollo extracelular y 
a su implantación en el árbol bronquial [79]. Estos factores de patogenicidad son especialmente 
importantes para la infección en FQ, y podrían haber sido adquiridos mediante transferencia 
horizontal de P. aeruginosa o B. cepacia, microorganismos con los que comparte nicho 
ecológico. 
Mecanismos de resistencia a antimicrobianos  
M. abscessus es intrínsecamente resistente a la mayoría de los agentes quimioterapéuticos, 
incluidos los antituberculosos [83, 84]. Diversos mecanismos son responsables de la resistencia 
natural que M. abscessus posee frente a la acción de los antimicrobianos, entre los que se 
encuentran su crecimiento lento, la hidrofobicidad de su pared, la expresión de bombas de 
eflujo, la modificación de las dianas terapéuticas y la síntesis de enzimas modificadoras o 
degradadoras de antibióticos. Muchos de estos mecanismos están regulados por un factor de 
transcripción, WhiB7, que se expresa cuando M. abscessus es expuesto a condiciones 
desfavorables, incluyendo el tratamiento con antimicrobianos, confiriendo a la micobacteria una 
resistencia adaptativa [85].  
El mecanismo de resistencia inducible mejor conocido en micobacterias es el grupo de genes 
erm (erythromycin resistance methylase), que se activan en presencia de macrólidos y confieren 
resistencia a los mismos por metilación de ARN ribosomal 23S, lo que impide que se unan a su 
diana. En este sentido, es importante identificar la subespecie de M. abscessus implicada en el 
proceso infeccioso para optimizar el tratamiento antimicrobiano, ya que la mayor parte de los 
aislados de M. abscessus subesp. abscessus y todos los de M. abscessus subesp. bolletii poseen 
un gen inducible de resistencia a macrólidos activo, el gen erm(41), mientras que el de M. 
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abscessus subesp. massiliense se encuentra truncado, siendo por tanto no funcional [86-88]. Así, 
M. abscessus subesp. masiliense parece responder mejor a la terapia basada en macrólidos [89]. 
Al contrario que otras especies bacterianas, las resistencias adquiridas a antimicrobianos en M. 
abscessus son principalmente el resultado de mutaciones espontáneas, aunque no se puede 
descartar la posibilidad de transferencia de mecanismos de resistencia mediante elementos 
móviles entre especies de micobacterias [90].  
La tabla 4 ofrece un resumen de los principales mecanismos de resistencia natural y adquirida 
de M. abscessus. 
 
Tabla 4. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en Mycobacterium abscessus [9, 85] 
Descripción mecanismo de resistencia 
Antibiótico/Familia de antibióticos 
afectados 
Baja permeabilidad de la pared celular β-lactámicos, aminoglucósidos 
Enzimas modificadoras / 










Modificación de la diana – gen erm(41) Claritromicina, eritromicina 
Bombas de eflujo 
Transportador familia ABC Papel no identificado en M. abscessus 
Transportador MmpL Papel no identificado en M. abscessus 
Regulación de la transcripción – familia whiB7 
Aminoglucósidos, macrólidos, 
tetraciclinas 
Polimorfismo genético de los genes diana – regiones determinantes de 
resistencia a quinolonas (GyrA y GyrB) 
Fluoroquinolonas 
Mutaciones espontáneas de la 
diana farmacológica 
Mutación rrs Aminoglucósidos 
Mutación rrl Macrólidos 
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2. Epidemiología  
M. abscessus se está aislando cada vez más frecuentemente en muestras respiratorias de 
pacientes con FQ [91, 92]. Su distribución es mundial y su prevalencia oscila entre un 7 y un 13% 
según diversos estudios [10, 93-97], aunque no se conoce con exactitud debido a que la 
notificación de la infección a los organismos de salud pública no es obligatoria. Además, a pesar 
de que la prevalencia de la infección por MNT es mayor en población adulta, se ha observado 
que M. abscessus afecta a todos los grupos de edad, existiendo en algunos estudios picos de 
prevalencia a los 11-15 años [98-100]. 
La ruta de infección principal es mediante la exposición de los pacientes a reservorios 
ambientales, especialmente por inhalación de aerosoles procedentes de los sistemas de agua 
domésticos [101-103]. De hecho, las bacterias que se encuentran más habitualmente 
coinfectando a estos pacientes son P. aeruginosa y S. maltophilia [98, 104, 105], 
microorganismos con los que M. abscessus comparte nicho ecológico, sugiriendo la infección a 
partir del mismo reservorio ambiental [79]. Asimismo, también se ha descrito la diseminación 
de un clon a nivel global cuya transmisión podría darse entre humanos, probablemente a través 
de fómites o aerosoles [92, 106].  
Los factores que contribuyen al aumento de casos de infección por M. abscessus siguen sin 
esclarecerse. Entre las hipótesis disponibles, cabe destacar la exposición de los pacientes con FQ 
a antibióticos por diferentes vías de administración [93, 107], lo que favorecería la eliminación 
de microorganismos competidores y la consecuente toma del nicho por M. abscessus gracias a 
su resistencia intrínseca a antimicrobianos. Asimismo, también se ha visto relacionado con el 
incremento de los casos el uso de medicación que modifica la inmunidad del huésped, como 





3. Manifestaciones clínicas y diagnóstico  
Al igual que todas las MNT, M. abscessus es capaz de colonizar transitoria-, intermitente- o 
permanentemente el tracto respiratorio de pacientes con FQ sin causar enfermedad pulmonar, 
por lo que su aislamiento en muestras respiratorias no siempre tiene significado clínico.  
La infección pulmonar causada por M. abscessus en FQ es una enfermedad inflamatoria 
progresiva definida por un conjunto de criterios clínicos, microbiológicos y radiológicos 
establecidos por la ATS (American Thoracic Society) y la IDSA (Infectious Diseases Society of 
America), descritos en la tabla 5.  
 
Cabe destacar que los síntomas de esta infección pueden ser sutiles y poco específicos, por lo 
que el diagnóstico puede retrasarse durante años en la ausencia de una búsqueda activa. Por 
ello, la CFF (Cystic Fibrosis Foundation) y la ECFS (European Cystic Fibrosis Society) recomiendan 
un cribado anual para MNT en ausencia de síntomas compatibles con enfermedad pulmonar por 
MNT en pacientes capaces de expectorar espontáneamente [12].  
4. Tratamiento antibiótico  
Debido a la falta de ensayos clínicos en este campo, el tratamiento antimicrobiano de la 
enfermedad pulmonar por M. abscessus no está bien definido. La CFF en asociación con la ECFS 
recomiendan, en primer lugar, tratar otras bacterias que pudieran contribuir potencialmente al 
Tabla 5. Criterios ATS/IDSA para el diagnóstico de enfermedad pulmonar por MNT [111] 
Criterios clínicos (ambos requeridos) 
• Síntomas pulmonares con nódulos o cavidades en la radiografía de tórax, o hallazgo de bronquiectasias 
multifocales con múltiples nódulos de pequeño tamaño mediante tomografía computarizada de tórax 
de alta resolución. 
• Exclusión apropiada de otros diagnósticos. 
Criterios microbiológicos (uno de los siguientes requerido) 
• Cultivo positivo de, al menos, dos muestras de esputo obtenidas por expectoración. 
• Cultivo positivo de, al menos, una muestra de lavado bronquial. 
• Biopsia transbronquial u otro tipo de biopsia tejido pulmonar con características histopatológicas típicas 
de micobacterias (inflamación granulomatosa y tinción ácido-alcohol resistente positiva) y una o más 
muestras de esputo o de lavado bronquial positivas para MNT. 
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cuadro clínico. Si tras esa acción no se observa mejoría de los síntomas, entonces se recomienda 
el tratamiento específico de la infección por M. abscessus, en el que se sigue un esquema de 
tratamiento dividido en dos fases: la intensiva y la de continuación [12]. El objetivo de la fase 
intensiva es reducir rápidamente la carga bacteriana. Para ello, se recomienda el uso de un 
macrólido vía oral (azitromicina o claritromicina) en asociación con dos antibióticos vía 
intravenosa (habitualmente amikacina + cefoxitina/imipenem/tigeciclina) durante 3-12 
semanas. La fase de continuación debe incluir un macrólido vía oral y amikacina inhalada, junto 
con otros 2-3 antimicrobianos vía oral (minociclina, clofazimina, moxifloxacino o linezolid) y 
tiene una duración de, al menos, 12 meses. 
La elección de los antibióticos debe estar guiada por el perfil de sensibilidad a antimicrobianos 
del aislado. Actualmente, las únicas guías terapéuticas disponibles para la realización de pruebas 
de sensibilidad in vitro a antimicrobianos de M. abscessus son las del CLSI [112]. Sin embargo, 
muchas veces el perfil de sensibilidad in vitro no se correlaciona con los resultados obtenidos in 
vivo, por lo que, a pesar de la duración del tratamiento y de la combinación de varios agentes 
antimicrobianos con diferentes mecanismos de acción, únicamente un 25-58% de los pacientes 
logran la cura definitiva [113, 114]. Además, el uso prolongado de antimicrobianos no sólo causa 
la aparición de efectos adversos, sino que también origina un elevado gasto sanitario, siendo 
comparable al generado por el VIH en EEUU [115, 116].  
Factores adicionales que influyen en la respuesta a 
antimicrobianos  
Determinar la sensibilidad de un aislado clínico a antimicrobianos es una de las principales 
funciones de los laboratorios de microbiología clínica. Sin embargo, el modelo que se usa no 
deja de ser una simplificación de la realidad, y, aunque se tengan en cuenta determinadas 
características de la infección (p .ej., la localización) a la hora de escoger un antimicrobiano, la 
respuesta clínica puede no corresponderse con los resultados esperados [117-122]. Se sabe que 
la actividad de los antimicrobianos depende del estado metabólico del microorganismo, así 
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como del microambiente existente en el lugar de la infección [123-128]. Por lo que, entre los 
factores que influyen en la falta de correlación de los resultados in vivo-in vitro, se encuentran: 
la formación de biofilms, la presencia de otras especies bacterianas y la interacción con las 
células hospedadoras.  
1. Formación de biofilms  
Las bacterias presentan dos tipos diferentes de crecimiento: el crecimiento en estado 
planctónico, en el que las células flotan o nadan expuestas al entorno, y el crecimiento sésil en 
forma de biofilms.  
Los biofilms son comunidades constituidas a partir de células que pasan de un estado 
planctónico a uno sésil en respuesta a estímulos ambientales. En ellas, las células se adhieren 
entre sí y/o a una superficie, generalmente mediante elementos de la superficie bacteriana, 
como pili y flagelos [129]. Al aumentar de tamaño, los agregados se recubren de una matriz 
autoproducida cuya composición varía con la especie bacteriana [130], e incluso puede contener 
sustancias derivadas del ambiente en el que se encuentren (p. ej., del huésped) [131, 132].  
La estructura del biofilm maduro está formada por microcolonias rodeadas de canales de 
contenido hídrico que facilitan el intercambio de sustancias entre el biofilm y el ambiente [133]. 
Estas bacterias se comunican entre sí mediante moléculas señalizadoras que modifican la 
expresión genética de la población, fenómeno denominado quorum sensing [134]. A medida que 
la población aumenta, se produce la dispersión de bacterias individuales o microcolonias, lo que 
permite la colonización de nuevos nichos [135, 136].  
Desde una perspectiva evolutiva, el crecimiento sésil en forma de biofilm supone una ventaja 
frente al crecimiento en estado planctónico debido a la protección frente a depredadores y al 
estrés xenobiótico, por lo que los biofilms son ubicuos tanto en la naturaleza como en el cuerpo 
humano [137]. De hecho, se estima que más del 99 % de la biomasa total de microorganismos 
que habitan la tierra se encuentran agrupados en biofilms [137, 138].  
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En el ámbito sanitario, el 65-80% de las infecciones están asociadas a esta forma de crecimiento 
[136]. En términos generales, las infecciones relacionadas con el desarrollo de biofilms pueden 
estar relacionadas con el uso de materiales extraños, como dispositivos o implantes, o bien 
establecerse en regiones donde la respuesta inmunitaria del huésped está comprometida, como 
en los pulmones de pacientes con FQ o en úlceras crónicas [139].  
Debido a las interacciones físicas y sociales que existen entre las células, las bacterias que 
constituyen los biofilms presentan características fenotípicas y fisiológicas diferentes a las que 
crecen en estado planctónico.  
i . Heterogeneidad 
En primer lugar, las condiciones ambientales no son homogéneas en los biofilms. Debido a su 
organización espacial, los sustratos metabólicos (oxígeno, nutrientes) son consumidos por las 
células que se encuentran en las capas superiores del biofilm, mientras que los productos 
metabólicos tienden a acumularse en el interior del biofilm. Esto conlleva la generación de 
gradientes químicos desde la superficie hacia las capas más profundas de la estructura [140]. 
En respuesta a estas condiciones ambientales, la fisiología y el metabolismo microbiano se 
diferencian dentro de la macroestructura [141]. Así, en el interior del biofilm, caracterizado por 
la privación de nutrientes, hipoxia, y un ambiente ácido, las bacterias entran en un bajo estado 
metabólico y su crecimiento se enlentece o detiene, contribuyendo a la generación de los 
estados fisiológicos reversibles denominados “viable pero no cultivable” (viable but not 
culturable, VBNC) y “persistente” (persisters), relacionados con la tolerancia a antimicrobianos 
y la perpetuación de la infección [142-144]. Mientras, en las capas exteriores del biofilm su 
actividad metabólica se mantiene activa.  
En la naturaleza, los microorganismos viven en comunidades en forma de biofilms multiespecie 
[145, 146]. En consecuencia, esta heterogeneidad espacial se modela, además, como resultado 
de las interacciones que se establecen entre las diferentes especies bacterianas que forman los 
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biofilms y que ayudan a mantener las funciones de la comunidad. De hecho, es posible 
determinar el tipo de interacción que existe entre las especies en función de la distribución 
espacial que adopta cada una en el biofilm (Figura 4) [5]. 
  
i i . Disminución de la sensibilidad a antimicrobianos  
El principal problema asociado a la infección mediada por biofilms es la extrema tolerancia que 
presentan a la acción de antimicrobianos, pudiendo sobrevivir a una concentración hasta 1000 
o más veces mayor que las células en estado planctónico, dependiendo del antibiótico [147].  
Figura 4. Relación entre organización espacial en biofilms multiespecie e interacciones 
interespecíficas. (A) Representación de las formas mayoritarias de organización de las especies que forman 
un biofilm: (1) entremezclado; (2) estructura estratificada; (3, 5) segregación; (4) estructura estratificada con 
patrones irregulares; (6) patrón irregular (B) Tipos de interacciones interespecíficas: (1,2) cooperación; (3) 
explotación; (4) competición. Las flechas y las barras verticales representan facilitación e inhibición del 
crecimiento, respectivamente. Figura tomada de [5]. 
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Generalmente, el concepto resistencia a antimicrobianos está asociado a un aumento en la 
concentración mínima inhibitoria (CMI) de una especie bacteriana a un determinado antibiótico. 
Ésta puede ser intrínseca, es decir, común a todos los miembros de una especie, o adquirida, 
generalmente mediante transferencia horizontal de material genético entre miembros de la 
misma o de distinta especie o por mutaciones espontáneas en la diana farmacológica. Existe un 
último tipo de resistencia, la adaptativa, en el que una bacteria puede expresar un mecanismo 
de resistencia cuando se expone a dosis subinhibitorias de un antimicrobiano, y revertir a un 
estado de no-resistencia cuando se retira el estímulo [148]. Por el contrario, el término 
tolerancia se refiere a la capacidad de un microorganismo de modificar transitoriamente su 
estado fenotípico para sobrevivir al efecto de un antimicrobiano, sin que esto modifique su CMI. 
La disminución de la sensibilidad a antimicrobianos en biofilms es un fenómeno multicausal en 
el que tolerancia y resistencia están íntimamente relacionadas. Entre los factores que 
contribuyen al incremento de la tolerancia a antimicrobianos, cabe destacar:  
i. Disminución de la penetración: reducción o enlentecimiento de la difusión de 
antimicrobianos (p. ej., aminoglucósidos, polipéptidos) a través del biofilm por el 
establecimiento de interacciones eléctricas con componentes de la matriz extracelular, 
como el ADN extracelular o el alginato [149-152]. 
ii. Inactivación físico-química: disminución de la actividad de determinados antibióticos (p. 
ej., quinolonas, aminoglucósidos) por las condiciones fisicoquímicas que existen en el 
interior de los biofilms, tales como el ambiente anaeróbico y el pH ácido [153-155]. 
iii. Activación de mecanismos de resistencia: regulación positiva de genes que confieren 
tolerancia a agentes antimicrobianos biofilm-específicos, principalmente los que 
codifican para bombas de expulsión [156-159]. 
iv. Indiferencia farmacológica: crecimiento lento de las bacterias que forman el biofilm, por 
lo que los antibióticos que actúan frente a bacterias en estado de división celular (p. ej., 
los beta-lactámicos) no pueden ejercer su acción [160, 161]. 
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v. Adaptación al estrés: se produce mediante la diferenciación fenotípica de una 
subpoblación bacteriana a diferentes estados fisiológicos en los que las dianas 
terapéuticas están inactivas (i.e., persistentes, VBNC) [162-165].  
Asimismo, también se favorece la aparición de mecanismos de resistencia a antimicrobianos 
sensu stricto mediante el intercambio horizontal de material genético entre bacterias gracias a 
la gran densidad poblacional [166] y la aparición de cepas hipermutadoras [167, 168].  
En conjunto, todos estos mecanismos hacen que la antibioterapia a menudo no sea efectiva para 
la erradicación de biofilms a concentraciones tolerables para el cuerpo humano. Además, la 
diferenciación fenotípica de algunas bacterias al estado fisiológico “persistente” se postula 
como el principal motivo de recurrencia de las infecciones debido a su capacidad de sobrevivir 
al efecto bactericida de los antimicrobianos: una vez retirado el tratamiento, el biofilm se 
repuebla a partir de estas subpoblaciones, que además están protegidas del sistema inmunitario 
del huésped por la matriz [169, 170]. 
2. Interacciones entre especies  
La mayoría de los microorganismos que forman la microbiota respiratoria de los pacientes con 
FQ se encuentran formando biofilms multiespecie [61, 171, 172]. En este ecosistema complejo, 
se establecen interacciones interespecíficas vía cooperación o competición metabólica y/o 
quorum sensing. Como consecuencia de estas interacciones, que pueden ser sinérgicas o 
antagónicas, puede modificarse el fenotipo de una especie en particular (p. ej., su distribución 
espacial, su capacidad de formación de biofilms o su respuesta frente a la acción de 
antimicrobianos y/o del sistema inmunitario del huésped) [5, 146, 173]. Todas estas 
interacciones terminarán modelando la comunidad microbiana. 
En la actualidad, numerosos estudios tratan de reconocer las interacciones interespecíficas que 
modifican la respuesta a antimicrobianos. En este sentido, son especialmente preocupantes las 
interacciones que se establecen entre los miembros del microbioma pulmonar en FQ y 
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disminuyen la sensibilidad de los patógenos clásicos a antimicrobianos, pudiendo contribuir al 
fallo terapéutico [174-178].  
Entre los mecanismos que se han relacionado con la disminución de la respuesta a 
antimicrobianos cuando una bacteria crece en el contexto de una comunidad, se encuentran:  
i. Producción de enzimas que inactivan a los antimicrobianos por otros microorganismos 
del consorcio: probablemente, este sea el mecanismo de resistencia más estudiado en 
este contexto, y se conoce como “patogenicidad indirecta”. El ejemplo más conocido en 
el contexto de la infección respiratoria crónica es la producción de beta-lactamasas por  
microorganismos de la microbiota orofaríngea, que se secretan a la matriz del biofilm y 
degradan a los antibióticos beta-lactámicos antes de que puedan alcanzar su diana 
terapéutica [179-182]. 
ii. Variación de la composición de la matriz extracelular: como se ha comentado 
previamente, la composición de la matriz del biofilm varía con la especie [130]. En este 
sentido, se ha observado que en algunos biofilms multiespecie se altera la penetración 
de antimicrobianos debido a la modificación de la composición de la matriz extracelular, 
lo que protege al microorganismo diana de la acción de los antimicrobianos [183, 184]. 
iii. Modificación de la pared celular: la interacción entre especies también puede tener 
como consecuencia alteraciones en la pared celular en el microorganismo a tratar, bien 
mediante el engrosamiento de la misma o bien mediante la modificación de sus 
componentes, lo que disminuye la respuesta a los antimicrobianos que tengan esta 
diana terapéutica [175, 185]. 
iv. Modificación del metabolismo o del fenotipo: los productos metabólicos excretados por 
otras especies pueden alterar el fenotipo de una bacteria y/o su metabolismo (p. ej., 
cambio de metabolismo oxidativo a fermentativo, producción de enzimas frente al 
estrés oxidativo), lo que incrementa la tolerancia frente a antimicrobianos por 
interferencia con su actividad [186-188]. 
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Igualmente, se ha observado que la disposición bacteriana en biofilms polimicrobianos favorece 
la transferencia horizontal de material genético entre especies, principalmente aumentando la 
tasa de conjugación y de transformación, lo que puede terminar modificando la sensibilidad a 
antimicrobianos de toda una comunidad [189-192].  
3. Papel de las células del huésped  
Definir los mecanismos moleculares y fenotípicos, tanto del huésped como del microorganismo, 
implicados en un proceso infeccioso ha sido posible en gran medida gracias a los modelos de 
cultivo celular.  
El modelo celular más utilizado es el cultivo en monocapas, en el que las células crecen sobre un 
sustrato de plástico o cristal. Este modelo ha permitido sentar las bases para la compresión de 
la interacción patógeno-hospedador. Sin embargo, las células pierden muchas de sus funciones 
especializadas cuando son cultivadas en monocapas, principalmente debido a la imposibilidad 
de mantener su disposición tridimensional nativa [193].  
El uso de modelos de cultivo celular tridimensional (3-D) permite evaluar las interacciones 
patógeno-hospedador que tienen lugar durante el proceso infeccioso en condiciones 
fisiológicamente relevantes. Los modelos celulares 3-D imitan características fenotípicas y 
estructurales de las células in vivo, tales como la polaridad apico-basal, expresión y distribución 
fisiológica de uniones estrechas/adherentes, producción de moco, secreción de citoquinas, 
organización celular y diferenciación en los múltiples tipos celulares que se pueden encontrar in 
vivo [194-197].  
Uno de los principales métodos para la realización de estos cultivos se basa en el uso de un 
biorreactor rotatorio diseñado por la NASA (National Aeronautics and Space Administration), lo 
que permite a las células crecer y diferenciarse mientras recubren microportadores esféricos 
tapizados con componentes de la matriz extracelular (Figura 5). Una vez diferenciadas, las 
células se pueden transferir a placas de microtitulación para la realización de los experimentos, 
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pudiendo establecer un gran número de 
condiciones y obtener una gran 
reproducibilidad de los resultados [198]. 
Al igual que las interacciones entre 
microorganismos pueden modificar el 
fenotipo de una especie en concreto, las 
interacciones que tienen lugar entre las 
células del huésped y los patógenos 
también determinan el fenotipo de un 
microorganismo. Diversos estudios 
demuestran que el microambiente 
presente en el huésped (formado por 
diversos tipos celulares, componentes 
de la matriz extracelular, mucinas, 
condiciones físicas, y la microbiota 
residente) modela la fisiología 
bacteriana, y que las características de 
las bacterias cocultivadas con 
agregados celulares 3-D presentan 
diferencias con respecto a las cultivadas en monocapas, sugiriendo una mayor similitud con el 
proceso infeccioso in vivo [195-197, 199].  
Para poder entender mejor la importancia clínica de los resultados de sensibilidad a 
antimicrobianos obtenidos in vitro es importante imitar el fenotipo bacteriano in vivo mediante 
la incorporación de características clave del lugar de la infección. En el contexto de la FQ, se 
están comenzando a realizar estudios de sensibilidad a antimicrobianos en presencia de células 
epiteliales de pulmón que confirman que el microambiente del hospedador influye en la 
Figura 5. Obtención de cultivos celulares 
tridimensionales de células epiteliales de pulmón 
usando un biorreactor rotatorio. Una vez alcanzada la 
confluencia celular en un cultivo en monocapa, se transfieren 
las células al vaso del biorreactor rotatorio junto con 
microesferas tapizadas de componentes de la matriz 
extracelular. La rotación del biorreactor evita la sedimentación 
de los agregados, que flotan en el medio de cultivo, lo que 
favorece la creación de las estructuras tridimensionales que se 
muestran en la imagen. Figura tomada de [6], con permiso. 
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respuesta a antimicrobianos [200, 201]. Así, los modelos de cultivo celular 3-D se perfilan como 
métodos útiles tanto para la evaluación del potencial clínico de nuevos agentes antimicrobianos, 
como para ayudar a comprender la escasa la correlación de la actividad in vivo-in vitro observada 
a veces en FQ.  
 
 
H i p ó t e s i s  y  
o b j e t i v o s
 
Hipótesis y objetivos  
55 
Hipótesis  
Se establecen dos hipótesis principales: 
1. M. abscessus y P. aeruginosa comparten nicho en el medio ambiente, por lo que los 
pacientes con FQ podrían infectarse a partir de fuentes ambientales con ambas bacterias. 
Durante la coinfección, los diferentes ciclos de antimicrobianos dirigidos a tratar a P. 
aeruginosa podrían favorecer la toma del nicho por M. abscessus gracias a su resistencia 
intrínseca a antimicrobianos, mientras que esta última permanecería sin diagnosticar en 
ausencia de una búsqueda activa. Esto podría contribuir al inicio y desarrollo de la 
enfermedad pulmonar por M. abscessus. 
2. La imitación del microambiente del huésped es esencial para que los microorganismos 
presenten las características fenotípicas que muestran durante la infección in vivo. En 
nuestro caso, creemos que las interacciones con otras especies con las que M. abscessus 
comparte nicho, como P. aeruginosa, podrían contribuir al aumento de la tolerancia a 
antimicrobianos, lo que podría ser uno de los factores que contribuya a la falta de respuesta 
al tratamiento antimicrobiano observada en los pacientes con enfermedad pulmonar por 
M. abscessus. 
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Objetivos  
1. Objetivo general  
Determinar la respuesta de M. abscessus a antimicrobianos cuando forma un biofilm dual con 
P. aeruginosa in vitro mediante el uso de diferentes modelos.  
2. Objetivos específicos  
i. Caracterizar el  biofilm  formado por M. abscessus  y P. 
aeruginosa  
Desarrollar diferentes modelos experimentales para la formación de biofilms duales de M. 
abscessus y P. aeruginosa utilizando cepas colección y cepas clínicas. Estudiar la supervivencia 
de M. abscessus en un biofilm dual con P. aeruginosa en ausencia de antibióticos. 
i i . Determinar si  la respuesta a antimicrobianos se modifica 
por la existencia de interacciones interespecíficas 
Evaluar el efecto antimicrobiano frente al biofilm dual de M. abscessus y P. aeruginosa y frente 
a sus respectivos biofilms monomicrobianos. Comprobar si la sensibilidad a antimicrobianos 
utilizados en el contexto de la fibrosis quística de ambos microorganismos se ve afectada por la 
presencia de la otra especie en las diferentes etapas de la formación del biofilm (inhibición y 
erradicación del biofilm).  
i i i . Evaluar el  papel de la interacción patógeno-huésped en la 
respuesta a antimicrobianos  
Evaluar mediante el uso de modelos fisiológicamente relevantes, como cultivos celulares 
tridimensionales de células epiteliales de pulmón, si la interacción patógeno-huésped puede 
afectar a la sensibilidad a antimicrobianos de ambas bacterias comparado con otros ensayos in 
vitro que no incorporan elementos del huésped. 
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iv. Determinar el efecto del tratamiento antipseudomónico en 
la supervivencia de M. abscessus  en el  biofilm  dual  
Determinar si la exposición in vitro a antimicrobianos empleados habitualmente para el 
tratamiento de la infección por P. aeruginosa en el contexto de la fibrosis quística tiene como 
consecuencia la disminución de la densidad bacteriana P. aeruginosa y el aumento de 
supervivencia de M. abscessus en las diferentes etapas de la formación de un biofilm dual 
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Caracterización del biofilm dual formado por Mycobacterium 
abscessus  y Pseudomonas aeruginosa  
Contexto: la enfermedad respiratoria en FQ se caracteriza por formación de biofilms polimicrobianos en 
el tracto respiratorio. Entre los patógenos que están asociados con una disminución de la función 
pulmonar se encuentra M. abscessus, cuya incidencia ha aumentado en los últimos años. Sin embargo, 
poco se sabe acerca de su capacidad de formación de biofilms con otras especies. En este artículo, 
desarrollamos un modelo para estudiar las características fenotípicas del biofilm dual formado por M. 
abscessus y P. aeruginosa, patógenos habitualmente coaislados. 
Material y métodos: se formaron biofilms monomicrobianos y duales con cepas clínicas y colección de 
M. abscessus y P. aeruginosa en membranas de policarbonato. Para ello, se utilizó una concentración 
variable de M. abscessus y otra fija de P. aeruginosa y se incubaron durante 24, 48 o 72h. Después, los 
biofilms se desprendieron de las membranas mediante vorteo-sonicación y la población de cada bacteria 
fue cuantificada mediante recuento en medios específicos. Finalmente, en una prueba de concepto, se 
evaluó la sensibilidad de biofilms duales y monomicrobianos a claritromicina. 
Resultados: la concentración empleada para la formación de los biofilms tuvo efecto en la población de 
M. abscessus en el biofilm dual sólo a las 24 y a las 48h. El tiempo de cultivo incrementó la formación de 
biofilm de ambas especies, especialmente entre las 24 y las 48h. Se encontró una disminución significativa 
en la población de M. abscessus en biofilms duales en comparación con sus respectivos biofilms 
monomicrobianos. No se observó una modificación de la sensibilidad de M. abscessus a claritromicina 
cuando creció en biofilms duales con P. aeruginosa. 
Conclusiones: según los resultados, las condiciones para producir un biofilm dual en el que la distribución 
relativa de especies sea estable son 72 h de crecimiento del cultivo microbiano mixto en una proporción 
1:1. Además, la interacción que se establece entre P. aeruginosa y M. abscessus es una explotación, en 
la que M. abscessus es la bacteria explotada.  
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Eficacia antibiótica frente a la formación de biofilms  duales 
de Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa  en 
superficies bióticas y abióticas  
Contexto: la infección respiratoria por M. abscessus es un grave problema de salud para los pacientes 
con fibrosis quística debido a su impacto en la función pulmonar y a su resistencia al tratamiento 
antimicrobiano. Comprender los factores in vivo que influyen en el resultado de la terapia puede ayudar 
a abordar la escasa correlación entre la eficacia antibiótica in vitro e in vivo. Para ello, se evaluó la 
influencia del microambiente del huésped en la respuesta de M. abscessus a antimicrobianos.  
Material y métodos: se formaron biofilms monomicrobianos y duales de M. abscessus y P. aeruginosa en 
placas de microtitulación de poliestireno y en un modelo 3-D de células epiteliales pulmonares durante 
6h en ausencia y presencia de antibióticos (amikacina, claritromicina, ceftazidima, colistina). Transcurrido 
el tiempo de incubación, la población de cada bacteria presente en los biofilms se cuantificó mediante 
recuento de colonias en medios específicos. 
Resultados: utilizando el modelo más similar a la situación in vivo (biofilms duales en células epiteliales), 
se observó que el tratamiento con antibióticos durante el desarrollo del biofilm dual inhibió la formación 
del biofilm de P. aeruginosa, lo que resultó en una ventaja competitiva para M. abscessus, cuya capacidad 
de formación del biofilm permaneció intacta. La eficacia de la claritromicina varió con el modelo usado, 
siendo inactiva contra P. aeruginosa en el modelo celular. Además, se observó un incremento de la 
formación de biofilm de M. abscessus en presencia de ciertos antimicrobianos en plástico, pero no en 
células. La capacidad de formación de biofilms de M. abscessus en un medio con antimicrobianos se 
modificó en presencia de P. aeruginosa, pero no al revés.  
Conclusión: nuestros resultados sugieren que las interacciones, tanto entre especies como con las células 
epiteliales del huésped, juegan un papel en la sensibilidad bacteriana a los antibióticos, y ponen de relieve 
la importancia del desarrollo de modelos que permitan la correlación entre los estudios in vitro y los 
resultados in vivo. Además, el tratamiento con antimicrobianos del biofilm dual ofrece una ventaja 
competitiva a M. abscessus frente a P. aeruginosa.  
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Table S1. Minimal Inhibitory Concentration data overview. The MIC values (µg/mL) for P. aeruginosa 
and M. abscessus were determined following Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. 
Interpretation of the MIC (if applicable) is shown after the MIC values in brackets: S: susceptible; I: 
intermediate; R: resistant. ND: Not determined. 
Antibiotic 
MIC (µg/mL) 
P. aeruginosa M. abscessus 
Colistin ≤0.5 (S) >128 
Amikacin 8 (S) 2 (S) 
Ceftazidime 4 (S) >128 
Clarithromycin >128 ≤0.03 (S) 
Cefoxitin ND 32 (I) 
Ciprofloxacin ND 2 (S) 
Doxycyclin ND 32 (R) 
Linezolid ND 8 (S) 
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Figure S1. 3-D lung epithelial model integrity and cell viability following infection with P. aeruginosa 
and M. abscessus single and dual cultures. 3-D aggregate morphology was evaluated using light microscopy 
imaging at a 300x magnification (Images a-f: a: uninfected, b: dual species biofilm, no treatment, c: dual species 
biofilm, treatment with ceftazidime, d: dual species biofilm, treatment with amikacin, e: dual species biofilm, 
treatment with colistin, f: dual species biofilm, treatment with clarithromycin). The percentage of viable cells (g) 
was determined using an Annexin V-PI kit in combination with flow cytometry. (Data shown are average; n=2; error 
bars indicate SD) 
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Efecto del tratamiento antipseudomónico en biofilms duales 
de Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa   
Contexto: M. abscessus es un patógeno emergente en FQ. Los factores fisiológicos que contribuyen al 
establecimiento de la infección pulmonar por M. abscessus siguen sin esclarecerse. El uso de antibióticos 
en FQ, a los que M. abscessus es intrínsecamente resistente, podría erradicar determinadas bacterias que 
en condiciones normales causarían una exclusión de este patógeno. Por ello, determinamos si el uso de 
antimicrobianos dirigidos a un patógeno clásico en FQ (i.e., P. aeruginosa) podría suponer una ventaja 
competitiva para M. abscessus cuando ambas especies están presentes en un biofilm dual. Además, 
estudiamos si las interacciones entre microorganismos modifican la sensibilidad a antimicrobianos.  
Material y métodos: se formaron biofilms duales y monomicrobianos en membranas de policarbonato 
con cepas clínicas y de colección de M. abscessus y P. aeruginosa y se incubaron durante 24 o 72h. 
Después, se transfirieron a placas de Antibiotic Medium 2 suplementadas con antimicrobianos 
empleados habitualmente en el tratamiento de la exacerbación (amikacina, ceftazidima) y de la infección 
crónica por P. aeruginosa (colistina). Tras 24h de tratamiento, ambas bacterias se cuantificaron por 
recuento en medios específicos. 
Resultados: M. abscessus mostró una mayor tolerancia a amikacina, tratamiento de primera línea de la 
enfermedad pulmonar por M. abscessus, cuando forma biofilms duales con P. aeruginosa. En ausencia 
de tratamiento P. aeruginosa inhibió la formación de biofilm de M. abscessus, sin embargo, el 
tratamiento dirigido a P. aeruginosa disminuyó esta interacción competitiva, incrementando la 
supervivencia de M. abscessus.  
Conclusiones: estos resultados sugieren que la terapia antibiótica dirigida a un patógeno específico 
puede resultar en la proliferación de los microorganismos que muestren resistencia a esos mismos 
antibióticos. Asimismo, nuestros datos apoyan la necesidad de considerar las interacciones que se 
producen entre especies coinfectantes cuando se evalúa la eficacia antibiótica.  
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El aumento en el número de casos de enfermedad pulmonar por M. abscessus, notablemente 
entre pacientes jóvenes, se perfila como un grave problema de salud entre los individuos con 
FQ debido a su impacto en la función pulmonar y a su elevada resistencia al tratamiento 
antimicrobiano [9-11]. Hoy día, sabemos que los pulmones de los pacientes con FQ están 
habitualmente colonizados por bacterias que forman biofilms polimicrobianos [3, 172, 202, 
203]. Sin embargo, a pesar de los múltiples estudios existentes en este campo, no se conocen 
las características de los biofilms formados por M. abscessus con otras bacterias con las que 
comparte nicho. 
Entre un 58 y un 78% de los pacientes colonizados por M. abscessus están coinfectados con P. 
aeruginosa, patógeno clásico en FQ [10, 93, 204, 205]. Se sabe que M. abscessus y P. aeruginosa 
comparten nicho en el medio ambiente, probablemente formando biofilms multiespecie [79]. 
Además, M. abscessus posee factores de patogenicidad adquiridos mediante transferencia 
horizontal de bacilos Gram negativos no fermentadores, como P. aeruginosa o el complejo B. 
cepacia, que facilitan su adaptación a las vías respiratorias de pacientes con FQ [79], lo que 
apoya la teoría de una coexistencia cercana de estos microorganismos en diferentes nichos en 
forma de biofilms. Hasta ahora, lo único que conocemos de la interacción entre M. abscessus y 
P. aeruginosa es que M. abscessus subesp. abscessus produce una enzima, AqdC, capaz de 
degradar dos moléculas que participan en el sistema de quorum sensing de P. aeruginosa, PQS 
(Pseudomonas Quinolone Signal, 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona) y HHQ (2-heptil-4-quinolona) 
[206]. Si bien esto a priori sugiere una ventaja competitiva frente a P. aeruginosa, se ha 
demostrado que la reducción de PQS no es suficiente para interferir con la síntesis de los 
factores de virulencia que regula (piocianina, pioverdina y ramnolípidos) [207]. 
Para responder a nuestra hipótesis desarrollamos un modelo simple, pero que imita 
determinados aspectos de la formación de biofilms in vivo [208], que nos permitió estudiar las 
características fenotípicas del biofilm dual formado por ambas especies utilizando membranas 
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de policarbonato. Comprobamos que ambas especies eran capaces de formar un biofilm dual a 
los tres tiempos estudiados (24, 48 y 72 h). Además, la concentración inicial creciente de M. 
abscessus empleada para la formación de los biofilms duales sólo aumentó la presencia de M. 
abscessus en aquellos cultivados durante 24 y 48 h. Sin embargo, el inóculo de partida no afectó 
la densidad bacteriana obtenida en biofilms madurados durante 72h. Igualmente, el tiempo de 
incubación del biofilm incrementó la cantidad de ambas bacterias en el biofilm dual, 
observándose las mayores diferencias cuando se comparó la densidad bacteriana obtenida a las 
24 con la obtenida tras 72h de incubación. Teniendo en cuenta todos estos datos, establecimos 
que a las 24h de incubación estaríamos ante biofilms tempranos, en los que la composición de 
la comunidad todavía es variable, mientras que a las 72h de incubación estaríamos ante una 
comunidad en la que la composición relativa de las especies permanece estable, 
independientemente de las condiciones experimentales de partida. 
Cuando comparamos el crecimiento de cada una de las especies en biofilms monomicrobianos 
con el obtenido en biofilms duales en ausencia de tratamiento antimicrobiano, observamos que 
P. aeruginosa inhibe el desarrollo de la población de M. abscessus en el biofilm dual 
sistemáticamente a partir de las 24h de incubación, mientras que la densidad bacteriana de P. 
aeruginosa no se modifica sustancialmente cuando crece con la micobacteria. Es posible 
determinar la interacción que existe entre especies mediante el estudio de su disposición 
espacial en biofilms [5]. Con ese propósito, realizamos dos técnicas de imagen combinadas con 
una tinción selectiva de cada uno de los microorganismos: un estudio de una sección 
longitudinal del biofilm mediante microscopía óptica (aproximación histológica), y otro 
utilizando microscopía confocal. Ambos estudios confirmaron una estructura estratificada del 
biofilm, en la que la presencia de M. abscessus se restringía a las capas inferiores del biofilm, con 
agregados dispersos en capas superiores, mientras que P. aeruginosa crecía abundantemente 
en la zona superior. Estos resultados sugieren que la relación que se establece entre ambas 
bacterias es una relación de explotación, generalmente marcada por una débil cooperación 
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metabólica entre especies [209]. Este fenómeno en el que la bacteria dominante en un biofilm 
dual restringe el crecimiento de la otra especie y la “tapiza” se denomina  layering o blanketing 
(estratificación), y fue descrito por primera vez en un biofilm dual formado por P. aeruginosa y 
el microorganismo ambiental Agrobacterium tumefaciens, en el que P. aeruginosa fue la especie 
dominante debido a la expresión de mecanismos de movilidad mediados por quorum sensing 
[210]. Probablemente, en nuestro modelo también se cumplan las mismas condiciones para que 
P. aeruginosa presente una ventaja en términos de movilidad frente a M. abscessus, ya que ésta 
no tiene apéndices de movilidad, y, además, su tasa de crecimiento es menor [211, 212].  
La colonización bacteriana de una superficie es el primer paso para el cambio de un estado de 
vida planctónico a uno sésil, y puede realizarse de forma activa, si las bacterias poseen apéndices 
de movilidad, o de forma pasiva, aunque menos eficiente, gracias las fuerzas gravitaciones y al 
movimiento browniano [129]. Una vez alcanzada la superficie, la adhesión a la misma depende 
de diferentes factores: si la superficie colonizada es abiótica, entonces depende, 
mayoritariamente, de la polaridad y de la carga de ambos componentes [213, 214]; sin embargo, 
la asociación con una superficie biótica es un proceso complejo que puede estar mediado por 
moléculas específicas y que, además, puede modificarse por la respuesta del huésped a la 
infección [215]. Una de las características que diferencian a las micobacterias es la alta 
composición lipídica de su pared celular externa, que permite su adherencia a diferentes 
superficies en un corto período de tiempo [216-218]. Diferentes autores han confirmado la 
capacidad de adherencia de M. abscessus a diversas superficies (policloruro de vinilo, vidrio, 
cobre, acero galvanizado con zinc, acero inoxidable, polipropileno) [216, 219, 220], lo que 
constituye el primer paso de la formación del biofilm en estos materiales. Cuando analizamos 
los resultados obtenidos en la formación de biofilms duales de M. abscessus y P. aeruginosa en 
superficies abióticas (i.e., poliestireno) en ausencia de antimicrobianos, observamos que el 
crecimiento de ambas especies no se modificó cuando se comparó con sus respectivos biofilms 
monomicrobianos a las 6h de incubación. Teniendo en cuenta el corto período de tiempo 
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empleado para la formación de los biofilms, cabría esperar que P. aeruginosa, que posee una 
tasa de crecimiento mayor y dos tipos de apéndices de movilidad (un flagelo polar y pili de tipo 
IV)  [221, 222], hubiera inhibido en parte la formación de biofilms de M. abscessus. Sin embargo, 
es posible que esto haya sido contrarrestado por las características de la pared celular de la cepa 
de morfotipo liso utilizada de M. abscessus, que, aparte de su hidrofobicidad intrínseca, está 
recubierta con GPL, molécula que se relaciona con la dispersión del biofilm y la colonización de 
nuevas superficies al facilitar la movilidad de tipo deslizamiento [218, 220, 223-225]. No 
obstante, P. aeruginosa sí disminuyó la capacidad de asociación de M. abscessus con las células 
epiteliales de pulmón, probablemente por saturación de los sitios de unión gracias a una rápida 
ocupación de los mismos [226]. 
M. abscessus es intrínsecamente resistente a la mayoría de antimicrobianos disponibles [9]. Por 
ello, el tratamiento de la enfermedad pulmonar por esta micobacteria dura, como mínimo, 12 
meses e incluye la combinación de diferentes agentes antimicrobianos (claritromicina o 
azitromicina y amikacina junto con (i) imipenem, cefoxitina y/o tigeciclina en la fase intensiva o 
(ii) minociclina, clofazimina, moxifloxacino y/o linezolid en la fase de continuación), cuya 
elección está guiada por las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos realizadas in vitro [12]. 
Sin embargo, la tasa de fallo terapéutico es elevada y, además, es frecuente la aparición de 
toxicidad relacionada con la medicación [12, 227].  
Recientemente, se ha demostrado que M. abscessus se encuentra formando biofilms en las 
paredes alveolares de los pacientes con FQ y en los pulmones de pacientes con enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica [80, 228], pudiendo ser ésta una de las causas de la falta de 
correlación de la sensibilidad obtenida in vitro y los resultados in vivo [229-231]. En diferentes 
estudios, se ha observado que los biofilms de M. abscessus son extremadamente resistentes a 
la acción de antimicrobianos y desinfectantes, comparado con su crecimiento en estado 
planctónico, utilizando diferentes modelos experimentales [219, 232-236]. Preocupantemente, 
esta falta de eficacia del tratamiento antimicrobiano se extiende a los antibióticos utilizados 
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como primera línea frente al tratamiento de la infección pulmonar por este microorganismo, 
claritromicina/azitromicina y amikacina, que no han demostrado ser capaces de erradicar 
biofilms de M. abscessus en los estudios consultados, a pesar de que las cepas en estado 
planctónico fueran categorizadas como sensibles a los mismos [232-236].  
En nuestro estudio observamos que ni claritromicina ni amikacina empleados a una 
concentración de, al menos, 10 veces la CMI, son capaces de erradicar completamente los 
biofilms de cepas colección o cepas clínicas de M. abscessus formados durante 24 o 72h. 
Claritromicina únicamente tiene un leve efecto frente a biofilms tempranos de la cepa colección 
de M. abscessus, produciendo una reducción de 0,39 logs comparado con su control sin tratar. 
Amikacina es más efectiva, ya que presenta actividad frente a biofilms tempranos de ambas 
cepas de M. abscessus, reduciendo su densidad microbiana 4 logs en cepas colección y 2,8 en 
cepas clínicas. Sin embargo, su efectividad es menor frente a biofilms tardíos, reduciendo 0,52 
logs el biofilm de la cepa colección de M. abscessus. La heterogeneidad fisiológica y metabólica 
de un biofilm se establece conforme el biofilm se desarrolla, contribuyendo de esta forma el 
tiempo de maduración a la tolerancia a antimicrobianos [229, 231]. Con el tiempo, la población 
bacteriana y el grosor del biofilm aumentan, lo que provoca que los microorganismos presentes 
en el interior de biofilm tengan bajas tasas actividad metabólica debido, en parte, a la 
disminución de la tensión de oxígeno, que es consumido por las bacterias presentes en las zonas 
periféricas. Las micobacterias son organismos aerobios estrictos, sin embargo, tienen la 
capacidad de sobrevivir en condiciones de hipoxia, como las que se encuentran en el interior del 
biofilm [237, 238]. En ausencia de oxígeno, M. abscessus activa un regulón, DosR, que lo lleva a 
un estado de latencia, lo que supone una estrategia de persistencia en el huésped [239] y, 
probablemente, lo protege de la acción de los aminoglucósidos, como se observa en un artículo 
publicado recientemente por Kolpen et al. [240]. En conjunto, estos resultados subrayan la 
importancia de la instauración de un diagnóstico temprano de la infección por M. abscessus, ya 
que un retraso en el tratamiento contribuiría al incremento de la tolerancia a amikacina, que es 
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el antimicrobiano con mayor actividad en nuestro modelo frente a biofilms jóvenes, y al 
establecimiento de la infección crónica. 
Además, sabemos que el pulmón de los pacientes con FQ alberga una comunidad 
polimicrobiana, el microbioma pulmonar, cuya interacción puede modificar las características 
fenotípicas individuales de las bacterias, como la respuesta a antimicrobianos [241]. Sin 
embargo, no existen estudios que evalúen cómo afectan los microorganismos con los que M. 
abscessus habitualmente comparte nicho a su sensibilidad a antimicrobianos, ni si M. abscessus 
influye en la sensibilidad de otros. Cuando comparamos los datos de sensibilidad en biofilms 
monomicrobianos con los obtenidos cuando el tratamiento antibiótico se aplica a biofilms 
duales, observamos que P. aeruginosa reduce la drásticamente la sensibilidad de los biofilms 
tempranos de M. abscessus a amikacina, ejerciendo un efecto protector frente a este 
antimicrobiano. Para determinar si el mecanismo implicado en este fenómeno es el desarrollo 
de resistencia (adquirida o adaptativa) o el aumento de la tolerancia, secuenciamos el gen rrs, 
relacionado con la resistencia adquirida a aminoglucósidos en M. abscessus, y monitorizamos la 
CMI de los aislados de los biofilms monomicrobianos y duales tras el tratamiento con amikacina 
durante 24h. Observamos que en ninguno de los aislados se produjo una mutación en el gen, y 
que no existía un incremento significativo en las CMI de los aislados de biofilms duales que 
pudiera explicar la reducción de la sensibilidad a amikacina, lo que sugiere que el mecanismo 
más probablemente implicado es el incremento de la tolerancia. Es posible explicar este 
aumento de la tolerancia a amikacina en biofilms duales por la disposición de las especies en el 
biofilm: debido a la relación de explotación que se establece entre ambas bacterias, M. 
abscessus reside en el interior del biofilm, por lo que se expone de una forma más temprana a 
una baja tensión de oxígeno, que sería rápidamente consumido por P. aeruginosa en la periferia. 
Esto provocaría una modificación del metabolismo de la micobacteria y, por ende, de su estado 
fisiológico, lo que aumentaría la tolerancia a amikacina. Un fenómeno similar tiene lugar en 
biofilms de P. aeruginosa y S. aureus, en los que se ha observado que determinados 
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exoproductos de P. aeruginosa, entre los que se encuentra HQNO (N-óxido de 2-heptil-4-
hidroxiquinolina), inhiben la respiración aerobia de S. aureus y producen una depleción de ATP 
intracelular, incrementando su tolerancia a antimicrobianos [176, 187]. Otro factor que podría 
contribuir al incremento de la tolerancia a amikacina de M. abscessus es la modificación de la 
matriz extracelular en el biofilm dual, ya que la composición de la misma es especie-
dependiente, y se sabe que determinados componentes de la matriz celular de P. aeruginosa 
interfieren con la actividad de los aminoglucósidos [149, 242], y protegen a otras especies en 
etapas iniciales de la formación del biofilm multiespecie [243]. Asimismo, también observamos 
que la sensibilidad de P. aeruginosa se modifica significativamente cuando crece con M. 
abscessus. Los resultados muestran una disminución de la sensibilidad de biofilms tempranos de 
la cepa colección a amikacina, y de biofilms tardíos a colistina. Sin embargo, no se observó en 
las otras cepas, sugiriendo un efecto cepa-dependiente. Estos resultados subrayan la necesidad 
de conocer cómo las especies coinfectantes afectan a la sensibilidad a antimicrobianos de una 
especie diana, ya que la interacción entre ellas podría contribuir al fallo terapéutico. 
Una de las estrategias para evitar la formación de biofilms podría ser el tratamiento con 
antimicrobianos antes de la instauración. Por ello, también evaluamos la actividad de los mismos 
antimicrobianos (i.e., claritromicina, amikacina, ceftazidima, colistina) en la inhibición de la 
formación de biofilms monomicrobianos y duales, y cómo ésta se veía influenciada por la 
interacción entre especies. Para ello, y puesto que necesitábamos que quedaran bacterias 
cultivables tras el tratamiento para evaluar esta interacción, utilizamos una concentración de 
cada antimicrobiano que inhibiera en aproximadamente 2 logaritmos la formación de biofilm 
monomicrobiano de P. aeruginosa en poliestireno. En un estudio previo realizado por da Costa-
Flores et al., tanto amikacina como claritromicina fueron capaces de inhibir la formación del 
biofilm de M. abscessus a concentraciones de 0,5 y 2 µg/mL, respectivamente [236]. Nosotros 
observamos que colistina, amikacina y claritromicina empleados frente a biofilms 
monomicrobianos de M. abscessus aumentaron significativamente el número de bacterias 
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asociadas con la superficie de poliestireno, sugiriendo un efecto inductor de la formación del 
biofilm en superficies plásticas. Este efecto se ha descrito previamente a concentraciones 
subinhibitorias [244], y, aunque sea justificable en antimicrobianos sin actividad frente a M. 
abscessus, como colistina, no se esperaba encontrarlo con claritromicina y amikacina, que se 
emplearon a 8,5 y 36,7 veces la CMI, respectivamente. Además, amikacina se empleó a una 
concentración mayor que la que produjo inhibición en el ensayo de da Costa-Flores et al. (17 vs 
0,5 µg/mL), lo que pone de manifiesto las diferencias obtenidas entre estudios en función de la 
metodología utilizada para la formación de los biofilms, si bien claritromicina se empleó a una 
concentración menor (1,1 vs 2 µg/mL). Cuando realizamos el estudio de inhibición con 
antimicrobianos incorporando a P. aeruginosa, observamos que amikacina y claritromicina 
seguían aumentando significativamente la presencia de M. abscessus en el biofilm dual. Además, 
observamos que existía una modificación de la respuesta de M. abscessus a ceftazidima: en 
presencia de P. aeruginosa, el biofilm de M. abscessus no se inducía, sino que se inhibía 
ligeramente, aunque ceftazidima per se no tenía una actividad significativa en la inhibición de 
M. abscessus en el biofilm dual. La respuesta a antimicrobianos de P. aeruginosa, sin embargo, 
no se modificó por la presencia de M. abscessus. 
Sabemos que las diferentes condiciones en las que se estudian los microorganismos influyen en 
sus características fenotípicas, por lo que, para mimetizar la respuesta a antimicrobianos de una 
especie en particular in vivo, es importante imitar el microambiente presente en el huésped in 
vitro. Los modelos celulares 3-D imitan la arquitectura tridimensional y la complejidad 
multicelular el tejido parental, lo que supone una mejor replicación de las condiciones 
fisiológicas a las que el microorganismo se expone durante la terapia, y se traduce en una mejor 
correlación de los resultados in vitro-in vivo [6, 124, 245]. En los últimos años, se han realizado 
estudios con el fin de comparar la respuesta a antimicrobianos en biofilms de P. aeruginosa 
cultivados en superficies abióticas con la obtenida cuando se cultivan incorporando células 
epiteliales del huésped. En ellos, se ha observado que la respuesta a antimicrobianos, 
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especialmente aminoglucósidos, es mayor cuando P. aeruginosa se cultiva en un modelo 3-D de 
células epiteliales de pulmón [200, 201]. Con el objetivo de estudiar el papel de las células 
epiteliales del huésped en la respuesta a antimicrobianos, realizamos el mismo estudio de 
inhibición utilizando un modelo 3-D de células epiteliales de pulmón y lo comparamos con los 
obtenidos cuando los biofilms se formaron en plástico. En términos generales, la antibioterapia 
fue más efectiva inhibiendo la formación de biofilms en el modelo celular 3-D.  Notablemente, 
P. aeruginosa fue más sensible a la acción de ceftazidima en biofilms monomicrobianos y a 
colistina en biofilms duales. Esto contrasta con los resultados obtenidos en el estudio realizado 
por Crabbé et al. en 2017 con la cepa de laboratorio PAO1 [201], en los que no se observó este 
efecto tras el tratamiento con ceftazidima, sugiriendo un efecto cepa-dependiente. Esta mayor 
actividad observada en el modelo celular puede deberse a interacciones sinérgicas con los 
péptidos antimicrobianos sintetizados por las células epiteliales [246], o a la modificación de las 
condiciones intracelulares del microorganismo, como se observó en el segundo estudio 
realizado por Crabbé et al. en este ámbito [200]. Sin embargo, claritromicina perdió su 
efectividad contra P. aeruginosa en el modelo celular, lo que puede explicarse por la habilidad 
que tienen los macrólidos de concentrarse en las células del huésped [247], que reduciría su 
biodisponibilidad en el medio de cultivo.  
Cuando evaluamos la respuesta a antimicrobianos en el modelo más relevante fisiológicamente, 
observamos que los antimicrobianos tampoco inhibieron significativamente la asociación de M. 
abscessus con células epiteliales de pulmón, si bien no observamos la inducción del biofilm 
evidenciada en plástico. Además, también observamos modificaciones en la respuesta 
antibióticos de M. abscessus cuando creció con P. aeruginosa. En este caso, M. abscessus 
aumentó su asociación con las células epiteliales de pulmón tras el tratamiento del biofilm dual 
con colistina. Estas diferencias obtenidas entre modelos ponen de manifiesto la influencia de las 
células del huésped en el fenotipo de los microorganismos estudiados, y, por ende, en la 
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respuesta a antimicrobianos, lo que podría traducirse en una mejor correlación de los resultados 
obtenidos in vitro con la respuesta in vivo.  
La instauración temprana de un tratamiento antibiótico dirigido a los patógenos habituales ha 
contribuido notoriamente a la mejora de la calidad y de la esperanza de vida de los pacientes 
con FQ, enlenteciendo el avance del daño pulmonar. En el caso de la infección por P. aeruginosa, 
la terapia antimicrobiana para su erradicación temprana, el tratamiento supresor en la infección 
crónica y el tratamiento antimicrobiano de las exacerbaciones son recomendaciones universales 
en las guías consenso [65, 66, 248]. Por tanto, los pacientes con FQ se exponen desde una 
temprana edad a tratamientos frecuentes y prolongados con antimicrobianos. Con el aumento 
de la esperanza de vida, la presión antibiótica sobre los microorganismos de la microbiota 
pulmonar aumenta, y, con ella, la posibilidad de selección de cepas resistentes y de emergencia 
de mecanismos de resistencia. Una de las teorías que trata de explicar el aumento en el número 
de casos de enfermedad pulmonar por M. abscessus en pacientes con FQ es el incremento en el 
uso de antimicrobianos [93, 107], lo que crearía un nicho favorable para M. abscessus, dada su 
elevada resistencia al tratamiento.  
En nuestros estudios, tratamos de evaluar in vitro si el tratamiento dirigido a P. aeruginosa 
podría incrementar la presencia de M. abscessus en el biofilm dual. Para ello, empleamos: (i) 
colistina, utilizada tanto en el tratamiento de la infección crónica como en la erradicación inicial 
de la colonización, y (ii) dos antimicrobianos usados para el tratamiento intravenoso de las 
exacerbaciones graves, amikacina y ceftazidima [65, 66, 248, 249]. Observamos que, en ambos 
modelos de inhibición de la formación del biofilm dual (plástico y células), el tratamiento con 
antibióticos durante el desarrollo del biofilm inhibió específicamente la formación del biofilm de 
P. aeruginosa, pero no la de M. abscessus, que permaneció intacta, lo que resulta una ventaja 
competitiva para este último. En el modelo de erradicación se evidencia que, a pesar de que en 
ausencia de antimicrobianos P. aeruginosa es la bacteria dominante en el biofilm dual, la 
exposición de los biofilms tempranos a ceftazidima y a la combinación ceftazidima/amikacina y 
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de los biofilms maduros a ceftazidima, amikacina y a la combinación ceftazidima/amikacina, 
modifica la distribución relativa de las especies en la comunidad, aumentando notablemente la 
supervivencia de M. abscessus en el biofilm dual. Teniendo en cuenta que P. aeruginosa y M. 
abscessus establecen una relación de explotación cuando forman biofilms duales, el mecanismo 
más probablemente implicado en el aumento de supervivencia de M. abscessus sería la 
inhibición específica de P. aeruginosa por los antimicrobianos, lo que reduciría la interacción 
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1. M. abscessus y P. aeruginosa son capaces de formar comunidades duales en diferentes 
condiciones, lo que apoya la teoría de una potencial coexistencia estrecha de ambas 
bacterias en diferentes nichos en forma de biofilms multiespecie. 
2. Nuestros estudios apoyan el uso de las técnicas de imagen en biofilms para examinar el 
tipo de interacción interespecífica que existe entre dos microorganismos. Basándonos 
en la disposición espacial de cada una de las especies en el biofilm dual, la relación que 
se establece entre ambas es una explotación, que se confirma con el menor recuento 
de colonias de M. abscessus cuando crece formando biofilms duales con P. aeruginosa. 
3. Las interacciones que se establecen entre ambas bacterias modifican la respuesta a 
antimicrobianos, siendo la más reseñable la disminución de la sensibilidad de M. 
abscessus a amikacina. Esto, sumado al aumento de la tolerancia a antimicrobianos 
típica del crecimiento en forma de biofilm, podría explicar la alta tasa de fallo 
terapéutico observada en pacientes con enfermedad pulmonar por M. abscessus, y 
subraya la importancia de estudiar las interacciones entre especies coinfectantes 
cuando se evalúa la eficacia de un antimicrobiano. 
4. La falta de respuesta de M. abscessus a amikacina en biofilms duales se debe a un 
aumento de tolerancia, probablemente debido a una disminución del oxígeno 
disponible en las capas inferiores del biofilm. Esto puede suponer una línea de 
investigación futura, en la que se evalúe el efecto de los antimicrobianos en biofilms 
polimicrobianos teniendo en cuenta la distribución espacial de los microorganismos 
coinfectantes.   
5. La tolerancia a antimicrobianos en biofilms aumenta con el tiempo de cultivo, lo que se 
traduce en la necesidad de instaurar un tratamiento temprano para prevenir o retrasar 
la implementación de la infección pulmonar crónica por M. abscessus, y resalta la 
importancia de estudiar las características fenotípicas de los biofilms en sus diferentes 
etapas de maduración. 
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6. Las interacciones entre las bacterias y las células epiteliales de pulmón del huésped 
modifican la respuesta de M. abscessus y P. aeruginosa a antimicrobianos. 
Notablemente, P. aeruginosa fue más sensible a la acción de ceftazidima en biofilms 
monomicrobianos y a colistina en biofilms duales, mientras que en presencia de las 
células epiteliales del pulmón el biofilm de M. abscessus no se inducía. 
7. Nuestros resultados subrayan la importancia de estudiar la influencia del 
microambiente del huésped en la sensibilidad a antimicrobianos, así como la 
trascendencia del desarrollo de modelos que permitan la correlación entre los estudios 
in vitro y los resultados in vivo en infecciones difíciles de tratar. 
8. La terapia antimicrobiana dirigida a P. aeruginosa aumenta la supervivencia de M. 
abscessus en el biofilm dual por disminución de la interacción competitiva entre ambas 
especies en todos los modelos estudiados. Esto sugiere que el tratamiento con 
antimicrobianos en las diferentes etapas de establecimiento de los biofilms podría 
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1. M. abscessus and P. aeruginosa can develop dual species communities under different 
conditions, which supports the theory of a close coexistence of both bacteria in different 
niches in the form of multispecies biofilms. 
2. Our studies support the use of biofilm imaging techniques to examine the type of 
interspecific interaction that exists between microorganisms. Based on the spatial 
disposition of M. abscessus and P. aeruginosa in dual-species biofilms, the relationship 
that is established between both species is an exploitation, which is confirmed by the 
lower colony count of M. abscessus when grown in a dual-species biofilm with P. 
aeruginosa. 
3. The interactions that are established between both bacteria influence their response to 
antimicrobials. Notably, M. abscessus showed a drastic decrease in its susceptibility to 
amikacin. This, together with the increased tolerance to antimicrobials typical of the 
biofilm growth mode, could explain the high rate of therapeutic failure observed in 
patients with M. abscessus pulmonary disease, and highlights the importance of 
studying interactions between coinfecting microorganisms when evaluating 
antimicrobial efficacy.   
4. The lack of response of M. abscessus to amikacin in dual-species biofilms is due to an 
increased tolerance, probably because of a decreased oxygen tension in the lower layers 
of the biofilm. This may represent a future line of research, in which the effect of 
antimicrobials on polymicrobial biofilms might be evaluated considering the spatial 
distribution of the co-infecting microorganisms. 
5. Tolerance to antimicrobials in biofilms is increased with time, which emphasizes the 
need to establish an early treatment to prevent or delay the implementation of chronic 
pulmonary infection by M. abscessus, and highlights the importance of studying the 
phenotypic characteristics of biofilms in their different stages of maturation. 
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6. Inhibition of M. abscessus and P. aeruginosa biofilms with antimicrobials is influenced 
by host lung epithelial cells. Notably, P. aeruginosa became more susceptible to 
ceftazidime in single species biofilms and to colistin in dual-species biofilms, whereas 
the biofilm of M. abscessus was not induced in the presence of 3D lung epithelial cells. 
7. Our results highlight the importance of studying the impact of the host 
microenvironment when evaluating antimicrobial activity, as well as the significance of 
the development of models that allow correlation between in vitro studies and in vivo 
outcomes in difficult-to-treat infections. 
8. Antimicrobial therapy selectively targeting P. aeruginosa increases the survival of M. 
abscessus in dual-species biofilms in all models, probably by decreasing the competitive 
interaction between both species. This suggests that antimicrobial treatment directed 
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